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(57) Abstract 
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MULTICISTRONISCHE EXPRESSION RBKOMBINAKTER 
GENE IN BAKTET?TRN71?t,t.t?m 



Die Erfindung betrif ft die rekombinante Herstellung heteromerer 
Proteine in . Bakterienzellen unter Verwendung multicistronischer 
Express ions vektoren . 

Eine wichtige allgemeine Strategie zur Erzeugung und Isolierung 
relativ grofier Mengen eines rekombinanten Proteins wie bei- 
spielsweise eines Wachstumsf aktors ist die Uberexpression der 
cDNA mit Hilfe entsprechender Expressionssysteme. Zur heterolo- 
gen Genexpression werden verschiedene Systeme eingesetzt, u.a. 
Saugerzellen, das Baculovirus system in Insektenzellen, Hefe, 
oder Bakterien wie Bacillus subtilis und Escherichia coll, Ob- 
wohl jedes dieser Systeme Vor- und Nachteile aufweist, wird 
weitaus am haufigsten mit dem Bakterium E. coli gearbeitet. 
Dieser Organismus bietet gute Voraussetzungen fur die Entwick- 
lung von Strategien zur tjberproduktion fremder Gene, da er ei- 
nerseits gentechnologisch leicht und okonomisch giinstig zu hand- 
haben und andererseits im Vergleich zu alien anderen Systemen am 
umf assendsten erforscht ist. So existieren definierte Stamme 
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- z.T. mit fur die heterologe Genexpression giinstigen Mutatio- 
nen - und Vektorsysteme mit gut charakterisierten effektiven 
Steuerungselementen, die relativ einfach und schnell hone Aus- 
beuten an rekombinantem Protein sowohl fur akademische als auch 
5 fiir kommerzielle Zwecke ermoglichen. 

Die Hone der Ausbeute an rekombinantem Protein kann durch mehre- 
re Faktoren gesteuert bzw. beeinfluBt werden (Buell und Panayo- 
tatos, 1986; Glick und Whitney, 1987; Gold, 1990; McCarthy, 

10 1991). Die in erster Linie Ausbeute-bestimmenden Kriterien fiir 
die heterologe Genexpression in E. coll sind jedoch die Effi- 
zienz der Transkription und der Translation eines Gens. Die 
Steuerung dieser Prozesse mu£ daher bei der Entwicklung bzw. 
Verwendung eines Express ions systems beachtet werden. Um die 

15 effektive Transkription eines Gens zu gewahrleisten, wird dieses 
im allgemeinen unter die Kontrolle eines "starken" Promotors 
gebracht. Damit die Fremdgenexpression nicht unnotig mit dem 
Metabolismus der Zelle interagiert und moglicherweise den Zell- 
ertrag oder die Plasmidstabilitat herabsetzt, sollte der Promo- 

20 tor regulierbar, d. h. in einer bestimmten Wachstumsphase der 
Zellen aktivierbar sein. Die gebrauchlichsten Promotoren sind 
die des trp_- oder lac-Operons von E. coll, der tac -Promoter , die 
Promotoren P L und P a des Bakteriophagen Lambda und der Promotor 
des Bakteriophagen T7 (Yansura und Henner, 1990; Yanisch-Perron 

25 et al., 1985; Stark, 1987; de Boer et al., 1983; Remaut et al., 
1981; Schauder et al., 1987; Tabor und Richardson, 1985; Studier 
und Moffatt, 1986) . 

Die Trans lationsrate eines Gens wird in E. coll in erster Linie 
30 auf der Stufe der Initiation uber die Translations-Initiations- 
Region (TIR) des Gens gesteuert. Dieser Bereich der mRNA ist 
funktionell definiert und legt sowohl den Ort als auch die Effi- 
zienz der Initiation der Translation fest. Er umfafit neben der 
Shine/Dalgamo-Seguenz und einem hiervon im Abstand von 4-12 
35 Basen gelegenen Startcodon auch weitere flankierende Bereiche 
der mRNA, die die Effizienz der Ribosomenbindung uber ihre Pri- 
marsequenzen und Strukturen hoherer Ordnung beeinflussen konnen 
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(siehe unten) . Wahrend der 5' Bereich der TIR eines Gens einen 
nicht translatierten "leader" oder im Falle einer polycistroni- 
schen mRNA auch das Ende eines stromauf warts gelegenen Cistrons 
beinhalten kann, kann der 3' Bereich bis in den zugehorigen 
5 kodierenden Genabschnitt selbst hineinreichen (McCarthy, 1991; 
McCarthy und Gualerzi, 1990; vergleiche Scherer et al., 1980). 

Zur Gewahrlei stung der effektiven Translation eines rekombinan- 
ten Gens in E, coll existieren prinzipiell drei Strategies Eine 

10 Moglichkeit besteht in der Expression des rekombinanten Gens als 
Teil eines Fusionsgens (Uhlen und Moks, 1990; Yansura, 1990). 
Dazu wird es unter Beibehaltung des Leserahmens stromabwarts der 
TIR und des 5' Bereiches eines gut exprimierbaren prokaryonti- 
schen Gens kloniert. Diese Konstruktion wird auch als transla- 

15 tionelle Fusion bezeichnet. Da die TIR nicht verandert wird, 
kann in der Regel auch fur das Fusionsgen von einer vergleichbar 
hohen Trans lationsrate ausgegangen werden. Mit Hilfe dieser 
Methode wurde zum ersten Mai gezeigt, dafl Bakterien in der Lage 
sind, eukaryontische kodierende Sequenzen zu exprimieren (Villa- 

20 Komaroff et al., 1978; Seeburg et al., 1978; Martial et al., 
1979). Sie ist von besonderer Bedeut'ung fur die Herstellung von 
Antigenen und Vaccinen, wobei die Fusionsproteine direkt einge- 
setzt werden konnen (Kleid et al., 1981; Ellis et al., 1983; Van 
der Werf et al., 1983; Stanley und Luzio, 1984; Jacob et al., 

25 1985; Cabradilla et al . , 1986; Nilson und Abrahmsen, 1990), und 
fur die stabile Synthese sehr kleiner Polypeptide oder Proteine 
in E. coll, da letztere als Teil eines Fusionsproteins vor pro- 
teolytischem Abbau durch bakterielle Proteasen geschiitzt werden 
konnen ( Itakura et al., 1977; Shine et al . , 1980; Ohsuye et al., 

30 1983; Stanley und Luzio, 1984; Wingender et al . , 1988; Yansura, 
1990; Nilsson und Abrahmsen, 1990). Dabei spielt auch die in 
vielen Fallen beobachtete Aggregation der Fusionsproteine in 
Form von Einschlufikorpern eine Rolle (Marston et al., 1986; Kane 
and Hartley, 1988). Der N-terminale Proteinanteil kann aufierdem 

35 so gewahlt werden, daJ5 die Aufreinigung des Fusionsproteins 
erleichtert wird (Ullman, 1984; Germino und Bastia, 1984; Brewer 
und Sassenfeld, 1985; Moks et al., 1987; Nilsson und Abrahmsen, 
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1990). Als Fusionsprotein im Cytoplasma exprimierte rekombinante 
Gene konnen bis zu 20% des gesamten Zellproteins ausmachen (Mar- 
ston, 1986). 

5 Der grofie Nachteil dieser Strategie ist jedoch, dafl das nicht 
fusionierte rekombinante Protein erst nach der Entfernung des N- 
terminalen prokaryontischen Fusionsproteinanteils, der die bio- 
logische Aktivitat des Proteins veringern kann und des sen anti- 
gene Eigenschaften verandert, erhalten werden kann. Die haufig 

10 zu diesem Zweck angewandte chemische Spaltung des Fusionspro- 
teins mit dem Reagenz Cyanbromid, welches nach Methioninresten 
in der Proteinkette angreift, ist beschrankt auf Polypeptide, 
die keine internen Methioninreste tragen und saurestabil sind, 
da die Spaltung in 70% Ameisensaure durchgefuhrt wird (Itakura 

15 et al., 1977; Goeddel et al., 1979; Ohsuye et al., 1983; Peters 
et al., 1985; Marston, 1986; Hoppe et al . , 1989, 1990). Eine 
Spaltung von Fusionsproteinen durch Saure- (Szoka et al., 1986; 
Wingender et al., 1989) oder Hydroxylaminbehandlung (Moks et 
al., 1987) zwischen den entsprechend eingebauten Aminosauren 

20 Asparaginsaure und Prolin bzw. Asparagin und Glycin kann einer- 
seits wiederum nur fiir rekombinante Genprodukte eingesetzt wer- 
den, die diese Kombination nicht aufweisen. Andererseits konnen 
bei diesen Methoden modif izierte Proteine entstehen, die gegen- 
uber dem natiirlich vorkommenden eine zusatzliche oder andere 

25 Aminosaure am N-terminalen Ende tragen (Szoka et al., 1986; 
Wingender et al., 1989) und im Falle der Saurebehandlung Aspara- 
ginreste, die die Amidgruppe verloren haben (Marston, 1986). 
Eine zusatzliche Aminosaure am N-Terminus oder deren Austausch 
gegen eine andere kann die Aktivitat des rekombinanten Proteins 

30 beeinflussen (Potts et al., 1982; vergleiche Szoka et al., 1986) 
oder kann dessen antigene Eigenschaften derart verandern, da!3 es 
fiir eine moglicherweise geplante klinische Anwendung nicht ge- 
eignet ist. In anderen Fallen wurden zwischen prokaryontischem 
und rekombinantem Fusionsgenanteil Sequenzen eingebaut, die fiir 

35 spezifische Protease-Spaltstellen kodieren, sodaB durch enzyma- 
tische Spaltungen das natiirliche rekombinante Protein wieder 
hergestellt werden konnte (Lee und Ullrich, 1984; Nagai und 
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Thogersen, 1984; Germino und Bastia, 1984; Vardarajan et al., 
1985; Nambiar et al., 1987; Brewer und Sassenfeld, 1985; Nilsson 
und Abrahmsen, 1990) . Aber auch bei diesem Ansatz konnen Schwie- 
rigkeiten auftreten, wenn innerhalb des Fremdproteins protease- 
5 sensitive Bereiche enthalten sind (Shine et al . , 1980; verglei- 
che Nambiar et al., 1987), das Fusionsprotein unter Bedingungen, 
die fur die Aktivitat der Proteasen notwendig sind, nicht 16s- 
lich ist, Oder die eingebaute Protease-Spaltstelle durch andere 
Proteinbereiche vor dem Protease-Angrif f abgeschirmt wird (Mar- 
10 ston, 1986; Wingender et al., 1989). Weiterhin wird die Bedeu- 
tung der Fusionsgenmethode fur die Herstellung rekoinbinanter 
Proteine im grofltechnischen Mafistab durch die Toxizitat von 
Cyanbromid einerseits und die anfallenden Kosten fiir Proteasen 
andererseits gemindert. 

15 

Eine Abwandlung der oben angesprochenen Methode ist die Synthese 
rekombinanter Proteine fusioniert mit sogenannten bakteriellen 
Signalpeptidsequenzen (Mars ton, 1986; Nicaud et al., 1986; Sta- 
der und Silhavy, 1990). Diese Sequenzen vermitteln den Transport 

20 von Proteinen aus dem Cytoplasma in den periplasmatischen Raum 
von E. coll oder in selteneren Fallen auch in das Kulturmedium . 
Da das Signalpeptid aber wahrend des Transports iiber die Cyto- 
plasmamembran abgespalten wird, kann mit Hilfe dieser Methode 
bei entsprechend durchgef iihrter Fusion direkt das authentische 

25 rekombinante Protein erhalten werden. Die Lokalisation des Pro- 
teins im Periplasma von E. coll oder im Kulturmedium kann dessen 
anschlieBende Aufreinigung erleichtem und, obwohl auch Gegen- 
teiliges bekannt ist (Gentz et al. 1988; Strauch und Beckwith, 
1988), vor proteolytischem Abbau schiitzen (Talmadge und Gilbert, 

30 1982; Swamy und Goldberg, 1982; Wong et al . , 1988; Dalboge et 
al., 1989). 

Mittlerweile gibt es eine Anzahl von Beispielen fiir die erfolg- 
reiche Nutzung dieser Methode. Wahrend die Sekretion rekombinan- 
35 ter Proteine ins Kulturmedium nur in wenigen Fallen gelang (Na- 
gahari et al., 1985; Lord, 1985), wurde in der Mehrzahl der 
Arbeiten unter Verwendung verschiedener bakterieller Signalpep- 
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tidsequenzen der Export rekombinanter Proteine ins Periplasma 
von E. coli beschrieben (Talmadge et al. f 1980; Zemel-Dreason 
und Zamir, 1984; Chang et al., 1987; Dalboge et al., 1989). 
Einige Arbeit sgruppen beobachteten passives Herauslecken des 
5 Proteins aus dem Periplasma (Wong et al., 1988; Obukowicz et al. 
1988; Better et al-, 1988, vergleiche Stader und Silhavy, 1990) 
Oder erreichten dessen Freisetzung durch die Coexpression weite- 
rer Gene, deren Produkte die auBere Membran von E, coli permea- 
bel machten (Kato et al., 1987; Hsiung et al . , 1989). In diesem 

10 Zusammenhang zeigt sich ein weiterer Vorteil des Exports rekom- 
binanter Proteine in den periplasmatischen Raum von E. coli. Da 
in diesem Kompartiment starker oxidierende Bedingungen herrschen 
als im Cytoplasma, konnen hier Proteine mit Disulf idbriicken sol- 
che Bindungen ausbilden und damit ihre korrekte Konf ormation 

15 erlangen (Chan et al., 1981; Pollitt und Zalkin, 1983; Emerick 
et al., 1985; Gray et al., 1985; Hsiung et al . , 1986; Kato et 
al., 1987; Wong et al., 1988; Hsiung et al., 1989; Klein et al., 
1991). In den zitierten Arbeiten wurden die Signalpeptidseguen- 
zen jeweils korrekt prozessiert, die resultierenden rekombinan- 

20 ten Proteine waren loslich und, wenn untersucht, biologisch 
aktiv. Es wurden allerdings auch schon unl6sliche Proteinaggre- 
gate im Periplasma gefunden (Takagi et al . , 1988; Wong et al., 
1988; Obukowicz et al., 1988). In Ausnahmef alien wurde auch fur 
eukaryontische Proteine mit deren natiirlichen Signalsequenzen 

25 die korrekte Prozessierung in E. coli- Zellen und der Transport 
in das Periplasma nachgewiesen (Talmadge et al., 1980; Zemel- 
Dreasen und Zamir, 1984; Gray et al., 1985). 

Mit der Hers tel lung biologisch aktiver Antikbrper-Fragmente 
30 wurde gezeigt, daB auch aus verschiedenen Untereinheiten beste- 
hende rekombinante Proteine im Periplasma korrekt assembliert 
werden konnen (Better et al., 1988; Skerra und Pliickthun, 1991; 
Sawyer und Blattner, 1991). Die weitere Dimerisierung von Fab- 
zu F(ab) 2 -Fragmenten scheiterte jedoch (Carter et al., 1992). 

35 

Leider lieJ3 sich bis heute aus den vorliegenden Ergebnissen 
keine universell einsetzbare Standardmethode beziiglich des Ex- 
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ports Oder der Sekretion rekombinanter Proteine durch E. coll 
ableiten. Im Gegenteil scheint jedes Protein einen Spezialfall 
zu reprasentieren, da die Anwesenheit von Signalpeptiden zwar 
die Voraussetzung fiir den Transport iiber die Cytoplasmamembran 
5 ist, aber auch weitere Inf ormationen aus den Sequenzbereichen 
des reifen Proteins dazu notwendig sind. So erwies sich in eini- 
gen Fallen die Synthese Signalpeptid tragender Proteine als 
toxisch fiir E. coll, weil die chimaren Proteine in der Cytoplas- 
mamembran stecken blieben und die Exportmaschinerie blockiert 

10 wurde (Bassford et al., 1979; Ito, 1981; Henning et al . , 1983; 
Brosius, 1984). Weiterhin wurde erst in einem Fall der Export 
eines eukaryontischen cytoplasmatischen Proteins in das Peri- 
plasma von E. coll publiziert (Takahara et al., 1988). Aus die- 
sen Ergebnissen kann man schlieflen, dafl nicht jedes Protein 

15 exportierbar ist. Andere Arbeiten zeigten dariiberhinaus , dafl die 
Exportmaschinerie von E, coll nur eine begrenzte Kapazitat be- 
sitzt, die lediglich eine moderate Syntheserate fiir das rekom- 
binante Protein zulafit (Obukowicz et al., 1988). Eine Steigerung 
der Rate hatte jeweils eine Anhaufung des unprozessierten Vor- 

20 lauf erproteins im Cytoplasma und eine Hemmung des Zellwachstums 
zur Folge (Hsiung et al., 1986; Hsiung et al., 1989; Takagi et 
al., 1988; Klein et al . , 1991). Diese Tatsache bietet eine Er- 
klarung fiir einen weiteren gravierenden Nachteil dieser Expres- 
sionsmethode, welcher darin begriindet ist, daB bisher mit Aus- 

25 nahme von Kato etal. (1987) (11,2 mg /Liter Kultur) im Vergleich 
zur cytoplasmatischen Expression nur sehr geringe Ausbeuten an 
rekombinantem Protein erzielt werden konnten (bis ca. 7% des 
gesamten Zellproteins bzw. ca 1-2 mg/Liter Kultur). Fiir kleine 
Proteine kann der Export ins Periplasma allerdings auch sehr 

30 effektiv sein (Dalboge et al . , 1989). Der von Carter et al . 
(1992) publizierte Wert von 1-2 g Fab -Fragment en pro Liter Kul- 
tur wurde allerdings nur durch ein spezielles Hochzelldichte- 
Fermentationsverf ahren erreicht. Der Export von rekombinantem 
Protein ins Periplasma oder dessen Sekretion ins Kulturmedium 

35 wurde in neueren Express ions systemen durch die Verwendung der N- 
terminalen Staphylococcus Protein A-Sequenz zwar deutlich ef fek- 
tiver gestaltet (Nilsson und Abrahsen, 1990). Bei den auf diese 
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Weise erhaltenen Produkten handelt es sich jedoch jeweils wie- 
derum um Fusionsproteine (vergleiche mit oben). 

Die dritte prinzipielle Methode zur heterologen Genexpression in 
5 coli, die direkte cytoplasmatische Expression, zielt auf die 
Synthese nicht fusionierter ausschliefllich durch das rekombinan- 
te Gen kodierter Proteine im Cytoplasma ab (McCarthy, 1991). Um 
das rekombinante Gen zu diesem Zweck mit einem ef fektiven bakte- 
riellen Translationssteuerungssignal zu versehen, wird es im 

10 allgemeinen mit einem Startcodon in optimaler Entfernung an die 
nicht translatierte 5 ' -"leader" -Sequenz einer ef fektiven bakte- 
riellen TIR angeschlossen . Derienicre Bereich einer TIR (s.o.i, 
der nicht den codoaenen 5 '-Bereich des jeweiliqen Cistrons ein- 
schliefit, wird in dieser Anmelduna allaemein als Translations- 

15 initiations Seauenz (TIS^ bezeichnet . Diese Konstruktion, die 
auch als transkriptionelle Fusion bezeichnet wird, resultiert in 
einer neuen chimaren TIR bestehend aus dem bakteriellen "leader" 
inklusive Shine/Dalgarno-Seguenz (TIS) und dem 5' Bereich des 
rekombinanten Gens . Die Notwendigkeit eines Startcodons am 5 ' 

20 Ende der rekombinanten Gensequenz fur die Initiation der Trans- 
lation hat bei dieser Methode den Nachteil, dafl das Erstprodukt 
des Trans lationsprozesses jeweils einen Methioninrest als N- 
Terminus tragt. Dieser wird vielfach abgespalten, soda£ bei 
geeignetem Anschlufi der Gensequenz an den bakteriellen "leader" 

25 das gewiinschte authentische rekombinante Genprodukt erhalten 
wird (George et al., 1985; Winkler et al., 1985; Kronheim et 
al. r 1986; Langley et al., 1987A; Tanizawa et al., 1987; Meyers 
et al., 1987). Demgegeniiber steht eine Reihe von rekombinanten 
Genprodukten, bei denen diese Abspaltung nicht beobachtet wurde 

30 (Goeddel et al . , 1979; Ikehara et al., 1984; Buell et al., 1984; 
Kaytes et al . , 1986; Ivanoff et al., 1986; Miki et al . , 1987; 
Denefle et al., 1987; Saito et al., 1987). 

Ein weiterer Nachteil dieser Expressionsmethode kann im Angriff 
35 des Express ions -produktes durch cytoplasmatische Proteasen be- 
stehen. Die Syn these Protease-sensitiver rekombinanter Genpro- 
dukte im Cytoplasma kann aber durch die Verwendung spezieller E. 
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coii-Stamme, die Defekte im htpR -Gen Oder in Proteasegenen tra- 
gen, erreicht werden (Boss et al . , 1984; Buell et al . , 1985; 
Mandecki et al., 1986). Auflerdem wurde die Stabilisierung rekom- 
binanter Proteine durch die Coexpression von Genen erreicht, die 
5 ein Produkt kodieren, das Fremdproteine schiitzt (Simon et al., 
1983; Duvoisin et al., 1986) oder dieses in unlosliche Aggregate 
prazipitiert (Saito et al., 1987). In letzterem Fall wurde ein 
bicistronisches System bestehend aus zwei iiberlappenden Genen 
eingesetzt, das zu einem molaren Verhaltnis der Genprodukte von 
10 4,5 : 1 fiihrte. 

Beispiele fur bekannte natiirliche " leader "-Sequenzen bakteriel- 
ler TIRs bzw. TISs, welche fiir die Initiation der Translation 
rekombinanter Gene in E. coll verwendet wurden, wird die des 

15 lacZ-Gens aus E. coll (Taniguchi et al., 1980; de Boer et al., 
1983), des Replicase-Gens des RNA-Phagen MS 2 (Remaut et al., 
1983; Sollazo et al., 1985), des lpp -Gens aus E. coll (Nakamura 
und Inouye, 1982), des atpE -Gens aus E. coll (McCarthy et al., 
1985; Schauder et al., 1987; Belev et al., 1991), des cro -Gens 

20 des Phagen Lambda (Sollazzo et al., 1985) und des Gens 10 des 
Phagen T7 (Studier et al., 1990; Olins und Rangwala, 1990). 
Ferner wurden synthetische "leader" verwendet (Jay et al., 1981; 
Crowl et al., 1985; Stanssens et al., 1985). Die chimare TIR 
sollte eine relativ offene Konf ormation aufweisen, um die ef fek- 

25 tive Bindung von Ribosomen zu erlauben. Sollte die TIR jedoch in 
Sekundarstrukturen der mRNA eingebettet sein, so kann durch in 
yitro-Mutagenese oder durch die Verwendung anderer, auch in 
vitro synthetisierter oder modif izierter , bakterieller " leader "- 
Sequenzen deren Stabilitat verringert und die Genexpression 

30 damit deutlich gesteigert werden (Buell et al., 1985; Stanssens 
et al., 1985; Lee et al., 1987; Schauder und McCarthy, 1989; 
Spanjaard et al., 1989; Gross et al., 1990; McCarthy, 1991). Zur 
Vereinfachung solcher Optimierungen existieren besondere Expres- 
sionsvektoren, die auch als Einzelstrang-DNA zur Durchfiihrung 

35 der in vitro-Mutagenese isoliert werden konnen (Solazzo et al., 
1985; Belev et al., 1991) oder in denen bakterielle "leader" als 
Cassetten ausgetauscht werden konnen (Schauder et al., 1987; 
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Belev et ah, 1991). In einer anderen Strategie wurde die Akti- 
vierung durch Strukturen hoherer Ordnung maskierter TIRs rekom- 
binanter Gene iiber trans lationelle Kopplung erreicht (Schoner et 
al., 1984; Spanjaard et al., 1989). Die Sekundar strukturen der 
5 TIRs wurden dabei durch elongierende Ribosomen geoffnet, die 
entsprechend stroraaufwarts der rekombinanten Gene plazierte 
kurze Pracistrons trans latieren. 

Direkt exprimierte rekombinante Genprodukte konnen bis zu ca. 

10 20-30% des gesamten Zellproteins von E. coli ausmachen. In vie- 
len Fallen wurde die Aggregation der Proteine in Form von Ein- 
schluflkorpern im Cytoplasirta beobachtet (s. Ubersichtsartikel von 
Marston, 1986; Kane und Hartley, 1988). Die Bildung dieser un- 
loslichen Aggregate kann aus mehreren Griinden vorteilhaft sein. 

15 Die Isolierung der Einschluflkorper mit dem rekombinanten Protein 
ist einfach und resultiert bereits in einem Produkt von mehr als 
50% Reinheit. Das ermoglicht eine Zeit und Kosten sparende Auf- 
reinigungsprozedur, da im allgemeinen durch lediglich einen 
weiteren Schritt zu mehr als 90% reine Proteinpraparationen 

20 gewonnen werden kQnnen. Weiterhin bietet die Aggregation von 
Fremdprotein in E. coii-Zellen Schu'tz vor Proteasen (Saito et 
al., 1987), was den Vorteil homogener Proteinpraparationen bie- 
tet, da proteolytische Spaltprodukte oft schwierig zu entfemen 
sind. Das Problem ist jedoch, die unloslichen und biologisch 

25 inaktiven Proteine wieder zu solubilisieren und in ihre native 
und aktive Form zu iiberfuhren. Die erfolgreiche Renaturierung 
ist allerdings mittlerweile fiir eine Vielzahl rekombinanter 
Proteine beschrieben (Boss et al., 1984; Cabilly et al., 1984; 
Marston et al., 1984; Simons et al., 1984; Gill et al., 1985; 

30 George et al., 1985; Winkler et al., 1985; Zurawski et al . , 
1986; Kronheim et al., 1986; Tsuje et al., 1987; Langley et al., 
1987B; Denefle et al . , 1987). 

Andere rekombinante Proteine lieBen sich im Cytoplasma in losli- 
35 cher Form mit hoher Rate direkt exprimieren (Pennica et al., 
1985; Gross et al., 1985; Kishimoto et al., 1986; Meyers et al., 
1987; Tanizawa et al., 1987; Levi et al., 1987). Die Produkte 
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waren zwar biologisch aktiv, jedoch war meistens eine aufwendige 
Prozedur zu deren Aufreinigung erf orderlich . Der Anteil an los- 
lichem rekombinantem Protein wird stark durch die Inkubation- 
stemperatur der rekombinanten Zellen beeinfluflt (Schein, 1989). 

5 

In der Regel wurden bisher im Cytoplasma von E. coli oder ande- 
ren Bakterien rekombinante Proteine stets einzeln exprimiert 
(vergleiche oben). Aber insbesondere in Fallen, in denen eine in 
vitro Dimerisierung verschiedener Proteinketten oder der Einbau 
10 verschiedener Proteinuntereinheiten in Komplexe angestrebt wird, 
waren auch Systeme wunschenswert , die die Coexpression von Pro- 
teinen in einer Zelle erlauben. 

Fiir eine Multimerisierung von Proteinen, die die Ausbildung von 

15 Disulf idbrucken erfordert, direkt im bakterxellen Cytoplasma 
erweisen sich allerdings die dort herrschenden reduzierenden 
Bedingungen (Kane und Hartley, 1988; Tuggle und Fuchs , 1985; 
vergleiche oben) oftmals als grofies Problem. Dieses wird beson- 
ders deutlich bei der Synthese von Antikorperf ragmenten in E. 

20 coli. Wahrend bei der cytoplasmatischen Coexpression von Genen 
fiir schwere und leichte Antikorperketten keine aktiven d.h. 
korrekt assemblierten Antikorperf ragmen te erhalten wurden (Ca- 
billy et al., 1984; Boss et al., 1984), konnte durch die Sekre- 
tion der Ketten ins Periplasma das Problem gelost und funktio- 

25 nelle Produkte erzielt werden (Better et al . , 1988; Skerra und 
Pluckthun, 1991; Sawyer und Blattner, 1991). In letzteren Arbei- 
ten wurden die Gene der Antikorper-Domanen mit Sequenzen, die 
fiir bakterielle Signalpeptide kodieren, fusioniert und in Form 
einer bicistronischen mRNA von einem gemeinsamen Promotor aus 

30 transkribiert . Die Fusion von zwei rekombinanten Genen mit den 
gleichen Signalsequenzen inklusive Ribosomen-Bindestelle fiihrte 
zu identischen und nichtmodif izierten bakteriellen TIR-Sequenzen 
zur Steuerung der Trans lationsrate beider Gene (Better et al., 
1988; Sawyer und Blattner, 1991; Carter et al., 1992). Das sto- 

35 chiometrische Verhaltnis der Genprodukte wurde in keinem Falle 
iiberpriift oder gar versucht, dieses uber die Variation der TIR- 
bzw. TIS-Sequenzen auf der Stufe der Initiation der Translation 
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zu beeinf lussen. Im Falle der cytoplasmatischen Expression von 
Immunglobulinfragmenten wurde die Coexpression mit Hilfe zweier 
verschiedener Plasmide erreicht (Cabilly et al., 1984; Boss et 
al., 1984). Bei dieser Methode ist es nicht moglich - vielleicht 
5 auch nicht gewiinscht - , die Syntheseraten der rekombinanten 
Proteine aufeinander abzustiramen, und es wurden daher unter- 
schiedliche Ausbeuten an schweren und leichten Antikorperketten 
erhalten. Dabei spielte auch dif f erentielle Plasmidstabilitat 
eine Rolle (Boss et al., 1984). 

10 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dafl die gebrauchlichen 
und hier diskutierten Strategien zur heterologen Genexpression 
in E. coll letztlich zwei iibergeordneten grundsatzlichen Katego- 
rien zuzuordnen sind. In einem Fall wird durch die Sekretion der 

15 Proteinuntereinheiten in das Periplasma versucht, biologisch 
aktives Protein zu erhalten. Da diese Strategie nicht universell 
anwendbar ist und zumeist nur limitierte Produktausbeuten zu- 
lafit, wird daher fur die Produktion von Proteinen im biotechno- 
logischen MaiSstab in der Regel die cytoplasmatische Expression 

20 bevorzugt. Fiir die Gewinnung von Heteromeren wurden bisher ent- 
weder verschiedene E. coIi-Stamme oder verschiedene Plasmide in 
einem Stamm verwendet. Die multicistronische Expression signal- 
peptidfreier, fiir Fremdproteine kodierender Gene in Bakterien- 
zellen ist bisher im Stand der Technik nicht bekannt. Insbeson- 

25 dere ist es nicht moglich, die Express ions rate der jeweiligen 
Komponenten der Heteromere zu steuern. 

Eine derartige Steuerung der Syntheseraten cytoplasmatisch coex- 
primierter Untereinheiten heteromerer Proteine ist jedoch von 

30 grofiem wirtschaf tlichen Interesse. So ist es sinnvoll, die Syn- 
theserate den stochiometrischen Verhaltnissen gemafi einzustel- 
len, die fiir eine nachfolgende In vitro Dimerisierung (also 
beispielsweise 1:1) oder den Zusammenbau zu einem Multi-tJnter- 
einheiten-Proteinkomplex giinstig oder notwendig sind, wenn die 

35 Proteinmonomere unter Schaffung oder Beibehaltung dieses Ver- 
haltnisses in nativer oder denaturierter Form zusammen isoliert 
und/oder zum Multimer rekonstituiert werden konnen. Unterschiede 
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im Loslichkeitsverhalten Oder selektive Ausbeuteverluste, die 
fur die von den verschiedenen Cistrons codierten Proteinunter- 
einheiten im Verlauf des jeweiligen Proteinreinigungsverf ahrens 
auftreten, konnen mafigeblichen EinfluB auf die Einstellung der 
5 relativen Syntheseraten haben. So ist es beispielsweise von 
Vorteil, ein fiir die Heterodimerisierung scheinbar optimales 
stochiometrisches Express ions verhaltnis der Untereinheiten von 
1:1 dahingehend zu verandern, daii die Proteinuntereinheit mit 
geringerer Loslichkeit oder den hochsten relativen Ausbeutever- 
10 lusten bei der Reinigung durch Hochregulation der Trans lations- 
effizienz am korrespondierenden Cistron in der Menge den jewei- 
ligen Anforderungen angepaBt wird. Umgekehrt kommt auch eine 
negative Regulation des besser exprimierten Cistrons in Be- 
tracht . 

Die Steuerung der Syntheseraten ist fiir die bereits diskutierten 
Antikorper-Komponenten sowie unter anderem fiir heteromere Pro- 
teine wie VEGF, Scatter-Faktor (HGF-SF), Mitglieder der TGF-J3 
Superfamilie, Bone Morphogenic Protein (BMP), Faktoren der Inte- 
20 grin/Cadherin Familie, Histokompatibilitatsantigene, Hamoglobin, 
T-2ell Rezeptoren oder das AB-Heterbdimer des Wachstumsf aktors 
aus Blutplattchen (PDGF) bzw. deren natiirliche oder synthetische 
Variant en inter ess ant. 

25 Der Wachstumsf aktor aus Blutplattchen (Platelet-Derived Growth 
Factor, PDGF) ist ein hochaktives Mitogen fiir Zellen mesenchyma- 
len Ursprungs sowie glattmuskulare Zellen (Kohler und Lipton, 
1974; Ross et al., 1974). Schon sehr f riihzeitig . wurde vermutet, 
daJ3 PDGF In vivo mafigeblich an lokalen Wundheilungsprozessen 

30 beteiligt ist (Ross et al. 1974; Deuel & Huang, 1984). Die Hypo- 
these wird durch aktuelle klinische Befunde (Mustoe et al., 
1989; Pierce et al., 1989; Greenhalgh et al., 1990, Pierce et 
al., 1991A, 1991B; Robson et al., 1992) erhartet. 

35 Aus menschlichen Thrombozyten auf gereinigtes PDGF besteht aus 
zwei unter schiedlichen, aber nahe verwandten Polypeptidketten, 
die durch Disulf idbriicken miteinander verkniipft sind. Unter 
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reduzierenden Bedingungen zerfallt das dimere PDGF in seine 
monomeren, biologisch inaktiven Untereinheiten , wovon die groBe- 
re (M,. 15-17.000 D) als PDGF-A-Kette und die kleinere (M^ 14.000 
D) als PDGF-B-Kette bezeichnet wurde (Johnsson et al., 1984). 

Die Proteinketten PDGF-A und -B werden von verschiedenen Genen 
kodiert. Die vollstandige Struktur beider Genprodukte konnte 
durch cDNA-Klonierung aufgeklart werden (Ratner et al., 1985, 
Betsholtz et al., 1986). Dabei ergab sich, daB beide PDGF-Mole- 

10 kiile zunachst als ungewohnlich lange Vorlauf ermolekiile , sog. 
precursoren, synthetisiert und anschlieBend intrazellular zu den 
reifen PDGF-Ketten prozessiert werden. Durch alternatives Spli- 
cen las sen sich zwei verschiedene PDGF-A- Transkripte erklaren, 
die sich durch An- oder Abwesenheit eines 69-bp Segmentes ira 3'- 

15 Bereich erklaren (Betsholtz et al., 1986; Wise et al., 1989). 
Durch dieses Insert kommt es zu einer Anderung im codierenden 
Abschnitt mit der Folge, daB eine kurze (PDGF-A^, 110 Aminosau- 
ren) und eine lange (PDGF-Al, 125 Aminosauren) Form der PDGF-A- 
Kette gebildet wird. Beide Varianten sind als normale zellulare 

20 Proteine nebeneinander nachweisbar, wobei die kiirzere Form die 
haufigere Spezies ist (Matoskova et al., 1989; Young et al., 
1990). Die hohere Affinitat zum PDGF-a-Rezeptor konnte der Grund 
fur die starkere mitogene Potenz von PDGF-Ar gegeniiber PDGF-Ai, 
sein. 

25 

Beide Gene sind auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert 
und zeigen einen hohen Homologiegrad. Eine Vielzahl von Arbeiten 
zeigt, daB beide Gene unterschiedlichen Regulationsmechanismen 
unterliegen. Eine Folge davon ist, dafl beide PDGF-Ketten von 
30 verschiedenen Zelltypen normalerweise in unterschiedlichen Ver- 
haltnissen zueinander produziert werden. 

Alle drei moglichen Isoformen des PDGF (AA, AB und BB) kommen 
natiirlicherweise vor und sind in Thrombozyten in sog. ot-Granula 
35 gespeichert. Aus uberlagerten menschlichen Blutplattchen kann 
neben dem die Hauptmenge ausmachenden PDGF-AB Heterodimer auch 
PDGF-BB zu etwa 30% isoliert werden (Hammacher et al . , 1988). 
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Frisch praparierte Blutplattchen enthalten auch einen hohen 
Anteil (27%) an PDGF-AA (Hart et al . , 1990). Es kann daher an- 
genommen werden, da£ in den Vorlauf erzellen der Thrombozyten, 
den Megakaryozyten, die PDGF-Isof ormen AA, AB und BB im stati- 
5 stischen 1 : 2 : 1-Verhaltnis zueinander hergestellt werden und da/3 
daher der Anteil beider Homodimere etwa dem AB-Heterodimer-An- 
teil entspricht. Die Konzentration jeder PDGF-Spezies im Throm- 
bozyten sollte direkt korrelieren mit ihrer individuellen Bedeu- 
tung im Wundheilungsgeschehen, wodurch insbesondere das PDGF-AB 
10 eine herausragende Rolle auf der Suche nach einem "Wundheilungs- 
hormon" bekommt. 

Die geringen Ausbeuten bekannter Reinigungsprotokolle sind ein 
Grund dafiir, daJ5 es aufierordentlich problematisch ist, PDGF in 

15 nenenswerten Mengen aus naturlichen Quellen zu isolieren. Noch 
weit weniger aussichtsreich ist es zu versuchen, die im humanen 
Thrombozyten-PDGF enthalten Isoformen (PDGF-AA, -AB, -BB; Hamma- 
cher et al., 1988) getrennt zu isolieren. Alle verschiedenen 
Isoformen besitzen biologische Aktivitat In vitro. Erst die 

20 Verfugbarkeit der hochreinen, rekombinanten PDGF-Isof ormen (Hop- 
pe et al. f 1989; Hoppe et al., 1990) machte vergleichende Stu- 
dien zur Dif f erenzierung der unterschiedlichen Wirkungsspektren 
der verschiedenen PDGF-Spezies moglich. Mittlerweile belegen 
eine Reihe von Untersuchungen die unterschiedliche Potenz von 

25 PDGF-AA, AB und BB im Chemotaxis- und DNA-Prolif erationstest 
(Hosang et al., 1989; Nister et al . , 1988; Reilly & Broski, 
1989; Siegbahn et al., 1990), sowie deren unterschiedlichen 
Einflufl auf die Freisetzung von Inositol 1 , 4 , 5-Trisphosphat , 
Produktion von Diacylglycerol und [Ca 2+ ] £ -Mobilisierung (Block et 

30 al., 1989; Sachinidis et al., 1990A; Sachinidis et al . , 1990B) . 
Zwei unterschiedliche PDGF-Rezeptorpopulationen, von denen der 
PDGF-ct-Rezeptor alle PDGF-Isof ormen und der J3-Rezeptor nur PDGF- 
BB bindet (Hart et al., 1988; Heldin et al . , 1988) liefern eine 
plausible Erklarung dafiir, wie sich Wirkungsunterschiede der 

35 PDGF-Isof ormen iiber deren unterschiedliche Potenz zur Rezeptor- 
aktivierung entfalten konnen. Die meflbaren unterschiedlichen in 
vitro-Ef f ekte der PDGF-Isof ormen, zusammen mit dem Nachweis 
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zweier verschiedenener Rezeptorpopulationen, lassen Riickschliisse 
auf unterschiedliche In vivo Wirkungsspektren von PDGF-AA, AB 
und BB zu. Daher ist die Produktion von reinem PDGF-AB, ohne 
PDGF-BB oder PDGF-AA als Begleitproteine, wiinschenswert . 

5 

Fur die Expression von PDGF oder PDGF-Analogen wurden zahlreiche 
der eingangs erwahnten Express ions systeme (Hefe, Bakterien, 
Saugerzellen) eingesetzt. Versuche, die PDGF-Ketten A und B in 
heterologen Systemen zu exprimieren, haben sich bisher im we- 
10 sentlichen auf die nachfolgend genannten Beispiele beschrankt. 

Erstmals gelang Kelly et al (1985) die Expression von biologisch 
aktiven PDGF-BB Homodimeren in Hefezellen. Ein wesentlicher 
Nachteil der bisher publizierten Strategien zur Herstellung von 

15 heterodimerem PDGF-AB oder PDGF-AB Analogen in eukaryontischen 
Zellen, beispielsweise rekombinanten CHO-Zellen (5stman et al., 
1988) oder mit Hilfe von Hef e-Expressionssystemen [EP 0 259 632] 
ist die nicht beeinf lufibare Coexpression unerwunschter homodime- 
rer PDGF-Nebenprodukte , die in nachgeschalteten Protein-Reini- 

20 gungsprozessen entfernt werden miissen. Die Quantif izierung der 
in CHO-Zellen exprimierten unterschiedlichen PDGF-Dimere ergab 
19% fiir PDGF-AA, 69% fur PDGF-AB und 12% fur PDGF-BB (Ostman et 
al., 1988). 

25 Erste Versuche, die PDGF-B Kette in Prokaryc-nten zu exprimieren, 
fuhrten nicht zu biologisch aktiven Produkten (Devare et al. 
1984; Wang & Williams, 1984), da in diesen Zellen das fiir die 
spontane Assoziation der monomeren Untereinheiten notwendige 
Milieu fehlt. Eine erfolgreiche In vitro- Renaturierung von PDGF- 

30 BB Homodimeren wurde erstmals von Hoppe et al (1989, s.a. WO 
90/04035) beschrieben. Nach Expression der maturen PDGF-B Kette 
als Fusionsprotein in E. coli und anschlieflender Freisetzung des 
monomeren PDGF-B durch chemische Spaltung gelang die Rekonstitu- 
tion der Monomere zu einem wachstumsstimulierenden rPDGF-BB. In 

35 gleicher Weise wurde auch wachstumsstimulierendes PDGF-AA und AB 
gewonnen (Hoppe et al., 1990, s.a. WO 90/08163). Als Folge der 
Fusionsprotein-Expression weist die nach diesem Verfahren iso- 
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lierte PDGF-B Kette eine N-terminale Verkiirzung um 12 Aminosau- 
ren, sowie eine C-Terminale Verlangerung um 5 Aminosauren auf . 
In WO 91/08762 wird ein weitgegend analoges Verfahren fur die 
Herstellung von PDGF-AB in Prokaryonten beschrieben. Beide PDGF- 
5 Ketten wurden hier durch direkte cytoplasmatische Expression 
gewonnen . 

Weder existierte bisher ein Hochleistungsexpressionssytem zur 
direkten cytoplasmatischen Expression der PDGF-Ketten in Bakte- 
10 rien noch wurde ein bicistronisches System zur gemeinsamen Ex- 
pression beider Ketten in derartigen Zellen beschrieben. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, Verfahren zur rekombinanten 
Herstellung multimerer Proteine in Bakterienzellen und Mittel 

15 zur Verwendung in diesen Verfahren zu schaffen, mit deren Hilfe 
es moglich ist, die Komponenten und/oder Untereinheiten multime- 
rer Proteine in ein und derselben Bakterienzelle zu exprimieren 
und gleichzeitig die Syntheseraten der cytoplasmatisch koexpri- 
mierten Proteinuntereinheiten entsprechend den stochiometrischen 

20 Verhaltnissen zu steuern, die fur eine nachfolgende in vitro 
Multimerisierung oder den Zusammenbau zu einem heteromeren Pro- 
teinkomplex wiinschenswert oder notwendig sind. Insbesondere 
sollen Verfahren und Mittel geschaffen werden, mit Hilfe derer 
die Prod ukt ion rekombinanter Proteine in groflen Mengen zu wirt- 

25 schaftlichen Bedingungen moglich ist. 

Zur Losung der Aufgabe wird erf indungsgemafl ein Verfahren zur 
rekombinanten Herstellung multimerer Proteine in Bakterienzellen 
vorgeschlagen, welches dadurch gekennzeichnet ist, da# man 

30 

a) die Zellen mit einem Vektor transf ormiert, der eine multi- 
cistronische Expressionseinheit der allgemeinen Formel 

p - (TIS - C) n 

35 

enthalt, in der 
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"p" ein bakterieller transkriptionaler Promotor und 
"(TIS - C) n M repetitive Gruppen sind, innerhalb derer 

5 "C" jeweils fiir eine Untereinheit oder eine Komponente 

eines multimeren Proteins kodierende DNA-Sequenzen 
sind, die keine fiir ein Signalpeptid kodierende Region 
umfassen r wobei die Sequenzen "C" der aufeinander 
folgenden Gruppen "TIS - C" untereinander gleich und/ 
10 oder verschieden sein konnen, 

"TIS" synthetische und/oder natiirliche bakterielle 
nicht translatierte "leader" Sequenzen sind, die je- 
weils rait "C" eine chimare "TIR" bilden, wobei die 
15 Sequenzen "TIS" der aufeinander folgenden Gruppen "TIS 

- C" untereinander gleich und/oder verschieden sein 
k6nnen , und 

n eine natiirliche Zahl > 2 ist, 

20 

wobei "p", "TIS" und "C" jeweils operativ miteinander 
verknupft sind und die Express ionsrate der Protein- 
kodierenden Sequenzen "C" durch Auswahl der jeweils 
zugehorigen Sequenz "TIS " individuell gesteuert wird, 

25 

b) die trans formierten Zellen in einem geeigneten Nahrmedium 
kultiviert und anschlieflend 

c) die Zellen von dem Medium abtrennt, die Express ionsprodukte 
30 der Sequenzen "C" aus dem Cytoplasitta der Zellen isoliert, 

gegebenenf alls renaturiert und zu dem f unktionellen multi- 
meren Protein rekonstituiert . 

In dem Verfahren gemafi der vorliegenden Erfindung werden die 
35 rekombinanten Gene in Form einer polycistronischen mRNA von 
einem gemeinsamen Promotor aus transkribiert . Die gewiinschten 
definierten Syntheseraten der Genprodukte bzw. ihr stochiome- 
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trisches Verhaltnis zueinander, das fiir die weiteren Renaturie- 
rungs- und Rekonstitutionsexperimente notwendig ist, wird mit- 
tels "genetischer Titration" auf der Ebene der Initiation der 
Translation eingestellt. Zu diesem Zweck werden fiir jedes der 
5 cotranskribierten Cistrons chimare TIRs bestehend aus bakteriel- 
len oder synthetischen nicht-translatierten DNA-Sequenzen "TIS" 
einerseits und den angrenzenden rekombinanten Nukleotidseguenzen 
der kodierenden Gene andererseits so ausgewahlt bzw. konstruiert 
oder modif iziert, daB die gewunschte Translationsef f izienz er- 

10 reicht wird. Dies kann dadurch erreicht werden, dafl fiir das 
erste Cistron der multicistronischen Express ionskassette gemaB 
Erfindung eine effiziente natiirlicherweise vorkommende TIS wie 
z. B. die des lacZ- Gens aus E. coll (Taniguchi et al., 1980; de 
Boer et al., 1983), des Replicase-Gens des RNA-Phagen MS 2 (Re- 

15 maut et al., 1983; Sollazo et al., 1985), des lpp -Gens aus E. 
coll (Nakamura und Inouye, 1982), des atpE -Gens aus E. coll 
(McCarthy et al., 1985; Schauder et al., 1987; Belev et al., 
1991), des cro-Gens des Phagen Lambda (Sollazzo et al., 1985) 
und des Gens 10 des Phagen T7 (Studier et al., 1990; Olins und 

20 Rangwala, 1990) oder ein synthetischer "leader" [vergleiche Jay 
et al. (1981), Crowl et al. (1985), Stanssens et al. (1985) und 
andere] eingesetzt wird und iiber Auswahl und ggf . Modif ikation 
der TIS des zweiten und aller weiteren Cistrons die Expressions- 
hone der nachf olgenden Cistrons auf den gewiinschten Wert ti- 

25 triert wird. Als fiir diese Zwecke besonders geeignet erwies sich 
die erf indungsgemaB beschriebene TIS B-Sequenz (SEQ ID NO: 15). 
Durch eine Modifikation der TIS-Sequenzen bzw. der Effizienzen 
der Translations -Initiation der Gene einer Transkriptionseinheit 
lassen sich auch andere Faktoren, die die Eff izienz der Trans- 

30 lation eines der Gene beeinflussen kSnnen, wie z. B. differen- 
tielle Stabilitaten in mRNA-Abschnitten der verschiedenen Ci- 
strons kontrolliert kompensieren, ohne dafi in die kodierenden 
Bereiche der rekombinanten DNA-Sequenzen eingegriffen werden 
mufl. Wenn beispielsweise fiir beide Cistrons einer bicistroni- 

35 schen Expressionskassette gleiche TIS-Sequenzen eingesetzt wer- 
den, ist in der Regel eine 1:1 Stochiometrie der Genexpression 
nicht zu erwarten. Wie bereits dargelegt, beinhaltet namlich 
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eine TIR in. ihrer Gesamtheit neben der TIS auch den extremen 5'- 
Bereich der codierenden Sequenz des nachf olgenden Cistrons . Da 
sich die codogenen Sequenzen in einem bi- oder multicistroni- 
schen Konstrukt iiblicherweise unterscheiden, liegen selbst mit 
5 gleichen TlS-Sequenzen ungleiche TIRs vor mit der Folge, daB die 
Translationsef fizienzen in der Regel unterschiedlich sein wer- 
den. Neben der Insertion verschiedener TIS-Sequenzen vor das 
jeweils stromabwarts lokalisierte Cistron und nachfolgender 
Ermittlung des Expressionsergebnisses ist es auch moglich, eine 

10 (Fein-) Regulation der Express ionshohe nach Sekundarstruktur- 
analyse der abgeleiteten mRNA durchzuf iihren . Dabei wird die 
mRNA-Struktur im Bereich der TIR durch gebrauchliche Computer- 
programme, z. B. nach Zuker und Stiegler (1981), errechnet und 
dann im Hinblick auf Sekundarstrukturen, die die Trans lations- 

15 Initiation storen, analysiert. In der Regel kann durch die Eli- 
minierung von Basenpaarungen insbesondere zwischen G-C (dreifa- 
che Wasserstof fbriickenbindung) im Bereich der TIR durch eine 
Destabilisierung von Strukturen hoherer Ordnung eine verbesserte 
Zuganglichkeit von Ribosomen an die Ribosomenbindes telle und 

20 damit eine Erhohung der Effizienz der Initiation der Translation 
erreicht werden. Die Einfuhrung von'z. B. zusatzlichen G-C Ba- 
senpaaren in den gleichen Bereich der TIR hat einen gegenteili- 
gen Effekt, vgl, McCarthy (1991). 

25 Die Erfindung schlieBt ferner Mittel zur Durchfiihrung des Ver- 
fahrens ein, insbesondere multicistronische Expressionseinheiten 
zur Verwendung in dem Verfahren nach Anspruch 1, welche durch 
die allgemeine Formel 

30 p - (TIS - C) n 

gekennzeichnet sind, in denen "p", "TIS" und "C" die oben ange- 
gebene Bedeutung haben. 

35 Erf indungsgemafl ist "n" vorzugsweise eine natiirliche Zahl von 2 
bis 10, und in besonders bevorzugter Weise 2 oder 3. 
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Als Promotoren "p" kommen alle diejenigen Promotoren in Be- 
tracht, die in prokaryontischen Zellen wirksam sind, d. h., die 
die Genexpression in Prokaryonten initiieren konnen. Insbesonde- 
re kSnnen alle konstitutiven und induzierbaren Promotoren, bei- 
5 spielsweise die des trp - oder lac -Operons von E. coli, der tac- 
Promotor, die Promotoren P L und P R des Bakteriophagen Lambda, der 
Promotor des Bakteriophagen T7 etc. verwendet werden. Erfin- 
dungsgemaJi ist der P R Promotor des Bakteriophagen Lambda bevor- 
zugt . 

10 

Die multicistronischen Expressionseinheiten zur Verwendung im 
Rahmen der Erf indung konnen an ihrem 3 ' -Ende operativ mit einem 
bakteriellen Transkriptions-Tenninator verkniipft sein. Ferner 
kann die Expressionseinheit mit einem Gen "r" mit eigenem Promo- 
15 tor gekoppelt sein, welches fur ein Repressormolekiil fur den 
Promotor "p H kodiert. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
ist "p" der AP R -Promotor oder der AP L -Promotor und M r" das cI857- 
20 Gen fair den temperatursensitiven A-Repressor. 

Wie oben im einzelnen dargelegt, konnen die erf indungsgemafl 
verwendeten U TIS"-Seguenzen natiirlichen Ursprungs sein oder es 
kann sich um modifizierte natiirliche oder synthetische Seguenzen 
25 handeln. Erf indungsgemafl besonders bevorzugt sind die "TIS"- 
Seguenzen TIS B gemafl SEQ. ID. NO: 15 und TIS E gemaJ5 SEQ. ID. 
NO: 14. 

Die Seguenzen "C" konnen rekombinante DNA-Sequenzen sein, die 
30 fur Untereinheiten heteromerer Proteine wie PDGF-AB, VEGF, Scat- 
ter-Factor (HGF-SF), Mitglieder der TGF-B Superf amilie , Bone 
Morphogenic Protein (BMP), Faktoren der Integrin/Cadherin Fami- 
lie, Immunglobuline, Histokompatibilitatsantigene, Hamoglobin 
oder T-Zell Rezeptoren bzw. deren natiirliche oder synthetische 
35 Varianten kodieren. 
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Gemafl einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
sind in der verwendeten multicistronischen Expressioneinheit M n" 
gleich 2 und die Sequenzen "C" der beiden repetitiven Einheiten 
" (TIS - C) 2 " enthalten alternativ ein fur die A- Oder die B-Kette 
5 von PDGF oder ein biologisch aktives Analogon Oder ein Fragment 
derselben kodierendes Gen, wobei beide Sequenzen gleichzeitig in 
der Express ionseinheit vertreten sind. GemaB einer besonders 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung handelt es sich bei 
einer der Sequenzen "C" urn die PDGF-A^-Sequenz ( SEQ . ID. NO: 12) 

10 oder die PDGF-A L -Sequenz , welche fur die reife PDGF-A-Kette 
kodiert. In einera derartigen Konstrukt ist vorzugsweise die 
jeweils andere "C w -Sequenz die vollstandige PDGF^B-Sequenz gemafi 
SEQ. ID. NO: 10, welche fur die reife PDGF-B-Kette SEQ. ID. 
NO: 11 kodiert oder das v-sis-Gen aus Simian Sarcoma Virus oder 

15 Varianten dieser Sequenzen. 

Die Erfindung schlieflt femer rekombinante DNA-Vektoren ein, 
welche die erf indungsgemaBen multicistronischen Expressionsein- 
heiten enthalten und in dem erf indungsgemaBen Verfahren zum 

20 Trans formieren der Bakterienzelle verwendet werden. Ein erfin- 
dungsgemaJi besonders bevorzugter Vektor ist in Figur 1 und des- 
sen Herstellung in Abschnitt 2 Punkt 1 dargestellt. Schliefllich 
betrifft die Erfindung prokaryontische Wirtszellen, die mit den 
zuvor genannten Vektoren trans formiert sind, welche die erfin- 

25 dungsgemaflen Expressionseinheiten tragen. Erf indungsgemafl sind 
E, coIi-Zellen als Wirtszellen bevorzugt. 

Gemafi einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm dient die 
Erfindung der rekombinanten Herstellung von PDGF-AB und diese 

30 enthaltende Arzneimittel . Erf indungsgemaB wurden erstmals die 
PDGF -Gene A und B gemeinsam in einer prokaryontischen Wirtszelle 
exprimiert mit dem Ziel, beide Genprodukte in denaturierter Form 
bereits in geeigneten Mengenverhaltnissen fiir die nachfolgende 
in vitro-Rekonstitution zum biologisch aktiven Heterodimer zu 

35 gewinnen. Die Steuerung der Syntheseraten der PDGF-A- und PDGF- 
B-Monomere im Cytoplasma von E. coll entsprechend den stochiome- 
trischen Verhaltnissen, die fiir eine nachfolgende in vitro-Dime- 
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risierung zum AB-Heterodimer vorteilhaft sind, bietet die Grund- 
lage zur Entwicklung neuartiger ef fektiver Praparationstechniken 
fiir dieses Dimer. Aufgrund ihres sehr ahnlichen Molekulargewich- 
tes iassen sich die PDGF-A- und PDGF-B-Ketten mit Hilfe eines 
5 Gelfiltrationschromatographieschrittes zusammen, ohne das durch 
die erf indungsgemaBe "genetische Titration" eingestellte Ver- 
haltnis der verschiedenen Ketten zueinander wahrend der Prapara- 
tionsprozedur zu variieren, weiter aufreinigen, renaturieren und 
zum biologisch aktiven PDGF -AB-Heterodimer rekonstituieren . 

10 Weitere aufwendige Arbeitsschritte wie die Probedimerisierung, 
mit der die optimalen Mengenverhaltnisse der getrennt isolierten 
PDGF-Ketten A und B fiir die nachgeschaltete Renaturierung zum 
PDGF-AB eingestellt werden, konnen entf alien, da die Expres- 
sionshohe beider PDGF-Ketten zueinander uber die "genetische 

15 Titration", d.h. die individuelle Expressionshohe bereits fest- 
gelegt ist. Andererseits ist es moglich, die Dimerisierung di- 
rekt, ohne weitere dazwischengeschaltete Reinigungsschritte mit 
dem gesamten solubilisierten EinschluJ3k6rperprotein durchzufiih- 
ren. Dieses Verfahren bietet den Vorteil, dafi fiir alle weiteren 

20 notwendigen Reinigungs- und Analyses chritte PDGF-Dimere, die 
wegen ihrer besseren Wasserloslichkeit leichter zu handhaben 
sind als die Monomere, eingesetzt werden konnen. Die PDGF-Dimere 
konnen nachfolgend zusammen mit iiblichen Hilf s- und Tragerstof- 
fen zu Arzneimitteln formuliert werden. 

25 

Im Zusammenhang mit der erf indungsgemafien Herstellung PDGF-AB 
betrifft die Erfindung gemafi einer besonders bevorzugten Aus- 
fiihrungsform eine bicistronische Expressionseinheit fiir die 
simultane und direkte Expression von fiir PDGF-A- und PDGF-B 
30 kodierenden DNA-Seguenzen in einer Bakterienzelle , welche ge- 
kennzeichnet ist durch die allgemeine Formel 

p - TIS! - Ci - TIS 2 - C 2 - t - r, 

35 in der 

rt p" der A.P R -Promotor ist, 
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"Cj" und "C 2 " alternativ Sequenzen enthalten, die fiir PDGF-A 
Oder PDGF-B kodieren und beide Gene gleichzeitig in der 
Express ionseinheit enthalten sind, 

TIS! und TIS 2 jeweils die Sequenz TIS B (SEQ. ID. NO: 15) 
oder TIS E (SEQ. ID. NO: 14) sind und untereinander gleich 
Oder verschieden sein konnen, 

"t" der Terminator des Bakteriophagen fd ist und 

"r" das c 1 85 7 -Gen fiir den temperatursensitiven A -Repressor 
ist. 



In der erfindungsgemaflen Express ionseinheit zur Herstellung von 
15 PDGF-AB Heterodimeren konnen die Cistrons C x und C 2 alternativ 
die reife PDGF-B-Sequenz gemafl SEQ. ID. NO: 10, deren Analoga 
oder jegliches Fragment enthalten, welches fiir eine biologisch 
wirksame PDGF-B-Kette kodiert; insbesondere kommt in diesem 
Zusammenhang der zur maturen PDGF-B-Kette homologe Bereich des 
20 v-sls-Gens , das Produkt des Simian Sarcoma Virus, in Betracht, 
wahrend das jeweils andere Cistron C x oder C 2 die lange oder 
kurze PDGF-A-Seguenz (PDGF-A L oder PDGF-Ak gemafl SEQ. ID. NO: 12) 
sowie jegliche Fragmente enthalten, welche fiir eine biologisch 
aktive PDGF-A-Kette kodieren, d.h. eine der beiden Sequenzen C x 
25 oder C 2 enthalt die PDGF-B-Sequenz und die jeweils andere die 
PDGF-A- Seguenz . 

Besonders bevorzugt sind erf indungsgemafl Expressionseinheiten, 
in denen 

30 

a) "TlSi" die TIS B Sequenz gemafl SEQ. ID. NO: 15, "TIS2" die 
TIS E Sequenz gemafi SEQ. ID. NO: 14, "d" die PDGF-B-Se- 
quenz gemaii SEQ. ID. NO: 10 und "C 2 " die PDGF-A-Sequenz 
gemafl SEQ. ID. NO: 12 sind, 



WO 94/29462 



FCT/EP94/01861 



25 



b) "TlSi" und "TISz" die TIS B Sequenzen gemaB SEQ. ID. NO: 15, 
"d" die PDGF-B-Sequenz gemafl SEQ. ID. NO: 10 und "C 2 n die 
PDGF-A-Sequenz gemafl SEQ. ID. NO: 12 sind Oder 

5 c) "TISx" und U TIS 2 U die TIS B Sequenzen gemafi SEQ. ID. NO: 15 
sind, n C 1 n die PDGF-A-Sequenz gemaB SEQ. ID. NO: 12 und "C 2 M 
die PDGF-B-Sequenz gemafl SEQ. ID. NO: 10 sind. 

Die Erfindung. schlieflt ferner Vektoren zur Verwendung bei der 
10 Herstellung von PDGF-AB ein, welche die zuvor erlauterten bici- 
stronischen Expressioneinheiten enthalten. Ein besonders bevor- 
zugter Vektor ist in Figur 1 und dessen Herstellung in Ab- 
schnitt 2 Punkt 1 dargestellt. Das Derivat pBS/PDGF-BA2 dieses 
Vektors (siehe unten) steuert die auBerordentlich hohe Synthese- 
15 rate von mehr als 150 mg PDGF-A- und PDGF-B-Ketten je Liter 
Kultur mittels einer Bakterienf euchtmasse von 25 g/1 . Dieser 
Vektor ist damit einer der leistungsf ahigsten bekannten Expres- 
sionssysteme fiir E. coll. Dies gilt insbesondere in Anbetracht 
der Tatsache, daB es sich bei den PDGF-Ketten urn kleine Proteine 
20 handelt; es werden demgemafi hohe Molmengen an rekombinantem 
Protein erzielt. Im Hochzelldichte-Fermentationsverf ahren lassen 
sich mit Zellen, die das in Figur 1 dargestellte Plasmid tragen, 
noch weitaus hohere Ertrage erreichen. 

25 Die Erfindung betrifft ferner Bakterienzellen, welche mit einem 
Vektor wie oben beschrieben transf ormiert sind. GemaB einer 
besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung sind die 
Zellen mit einem Vektor gemafi Figur 1 transf ormiert . Bevorzugte 
Wirtszellen sind E, coIi-Zellen. Die nachfolgend angegebenen 

30 erf indungsgemaB transf ormierten Zellen wurden am 4.6.1993 bei 
der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
DSM hinterlegt: 



35 



3. 



1. 



2. 



TG2/pBS/PDGF-AB4 (DSM 8337) 
TG2/pBS/PDGF-BA2 (DSM 8336) 
TG2/pBS/PDGF-BA4 { DSM 8338) 
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Die Erfindung schlieflt weiterhin auch ein Verfahren zur Herstel- 
lung von heterodimerem rPDGF-AB durch direkte cytoplasmatische 
Coexpression der monomeren PDGF-Ketten A und B in prokaryonti- 
schen Wirtszellen ein, in dessen Verlauf E, coJi-Zellen als 
5 Wirtszellen, welche die erf indungsgemafie Expressionseinheit 
operativ insertiert enthalten, in einem geeigneten Medium kulti- 
viert werden und das so erzeugte rPDGF in der Form biologisch 
inaktiver monomerer Ketten A und B gemeinsam aus den baktierel- 
len Einschluiikorpern isoliert und zum aktiven PDGF-AB Heterodi- 

10 mer renaturiert wird. Generell kommen im Rahmen der Erfindung 
als Medium alle bekannten Medien zum Kultivieren von Prokaryon- 
ten in Betracht, einschliefllich synthetischer, proteinf reier 
oder proteinarmer Produktionsmedien . Erf indungsgemafi wurden TB- 
und LB-Medien bevorzugt . Die heteromeren , renaturierten Proteine 

15 konnen im nachsten Schritt mit iiblichen Hilfs- und Tragerstof f en 
zu Arzneimitteln formuliert werden. 

Die direkte gemeinsame multicistronische Expression der Unter- 
einheiten eines heteromeren eukaryontischen Proteins in Form 

20 unabhangiger momomerer Komponenten im Cytoplasma einer prokary- 
ontischen Wirtszelle ist bisher im Stand der Technik nicht be- 
kannt; sie bietet gegeniiber der bekannten monocistronischen 
Expression der Proteinuntereinheiten in verschiedenen Wirtszel- 
len oder auf verschiedenen Plasmiden eine Reihe entscheidender 

25 verfahrenstechnischer Vorteile. Auf dem Hintergrund der erfin- 
dungsgemaflen Lehre, die in derartigen multicistronischen Expres- 
sion seinhei ten die individuelle Regulierung der Translation von 
Fremdgenen erlaubt, wird erf indungsgemafl ein Verfahren geschaf- 
fen, welches von hochster Wirtschaftlichkeit ist. Wie anhand der 

30 erf indungsgemaB bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Herstellung von 
heterodimerem PDGF-AB gezeigt, kann die Expression der einzelnen 
Komponenten im Vernal tnis von 1:1 erzielt werden und es muJJ 
zudem nur noch ein prokaryontischer Wirtsstamm kultiviert und 
validiert werden, da beide Ketten PDGF-A und PDGF-B mit Hilfe 

35 einer Fermenterkultur in groBem Mafistab synthetisiert werden 
konnen . 
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Die Erfindung ist ganz generell dort anwendbar, wo die unter- 
schiedlichen Protein-Untereinheiten heteromerer Proteine gemein- 
aam exprimiert und isoliert und/oder zum Multimer rekonstituiert 
werden sollen. Beispielsweise konnen auf diese Weise neben PDGF- 
5 AB Proteine wie VEGF, Scatter-Faktor (HGF-SF ) , Mitglieder der 
TGF-fi Superf amilie, Bone Morphogenic Protein (BMP), Faktoren der 
Integrin/Cadherin Faroilie, Immunglobuline, Histokompatibilitats- 
antigene, Hamoglobin oder T-Zell Rezeptoren bzw. deren naturli- 
che oder synthetische Varianten hergestellt werden. 

10 

SchlieBlich umfafit die Erfindung die Verwendung der heteromeren 
Proteine hergestellt nach dem erf indungsgemaBen Verfahren zu- 
sammen mit pharmazeutisch vertraglichen Hilf s- und/oder Trager- 
stoffen zur Herstellung von pharmazeutischen oder kosmetischen 

15 Praparaten. GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
der Erfindung enthalten die pharmazeutischen und/oder kosmeti- 
schen Praparate PDGF-AB, hergestellt nach dem erf indungsgemaBen 
Verfahren. Bei den pharmazeutischen oder kosmetischen Praparaten 
kann es sich urn Salben, Sprays, Gele, Wundverbande , Pflaster 

20 und/oder Wundauflagen handeln, die nach im Stand der Technik 
bekannten Verfahren hergestellt werden. 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert: 

25 

Figur 1 Schematische Darstellung des Express ionsvektors pCYTEX 
P3. 

TIS B^synthetische TIS (SEQ ID NO 15); f d=Transkrip- 
t ions -Terminator des Bakteriophagen fd; cJ857=Gen des 
30 Temperatur sensitiven Lambda-Repressors . 

Figur 2 Schematische Darstellung der verschiedenen bicistroni- 
schen Konstrukte auf Basis von pCYTEX P3 
PDGF-A=Gen fur die reife humane PDGF-A-Kette ; PDGF- 
35 B=Gen fur die reife humane PDGF-B-Kette; P s -P R -Promotor 

des Bakteriophagen Lambda; TIS B=synthetische TIS (SEQ 
ID NO 15); TIS E=TIS des atp£-Gens aus pCYTEX PI (SEQ 
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ID NO: 14); f d=Transkriptions -Terminator des Bakterio- 
phagen fd. 

Figur 3 Einschluflkorperpraparationen nach Hoppe et al. (1989) 
5 aus Zellen des E. colx Stainmes TG2 trans formiert mit 

bicistronischen Konstrukten gemafi Figur 2. 

Zur Analyse wurden Einschluflkorper aus 100 ml-Schiit- 
telkulturen Plasmid-tragender Zellen auf gearbeitet und 

10 gleiche Mengen iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophore- 

se nach Lammli (1970) in Gegenwart von 5% Mercapto- 
ethanol und unter Verwendung eines Gels mit 15% Acryl- 
amid und 0,475% Bisacrylamid aufgetrennt. Nach dem 
Lauf wurde das Gel mit Coomassieblau gefarbt. Protein- 

15 Standard (1), Einschlufikorper aus Zellen mit pBS/FDGF- 

B (2), pBS/PDGF-A (3), pBS/PDGF-BAl (4), pBS/PDGF-BA2 
(5), pBS/PDGF-BA4 (6), pBS/PDGF-ABl (7), pBS/PDGF-AB2 
(8) und pBS/PDGF-AB4 (9). 

20 Figur 4 Gemeinsame Aufreinigung der PDGF-A- und PDGF-B-Monome- 
re aus solubilisiertem Einschluflkorperprotein iiber 
Gelfiltration. 

Gezeigt sind neben Protein-Standard (2) das auf die 
25 Saule aufgetragene rohe Einschlufikorperprotein aus 

Zellen mit dem Plasmid pBS/PDGF-BA2 (1) und die aus 
der Chroma tographie resultierenden proteinhaltigen 
Fraktionen (3-14). Die PDGF-A- und PDGF-B-Ketten wer- 
den gemeinsam unter Beibehaltung des durch genetische 
30 Titration eingestellten stochiometrischen Verhaltnis- 

ses von 1:1 aufgereinigt (Spuren 11-13). Aufgrund der 
relativen Sauberkeit der PDGF-Ketten bereits auf der 
Stufe der Einschlufikorperpraparationen (1; vergleiche 
Figur 3 ist dieser eine Gelf iltrationsschritt ausrei- 
35 chend, um Proteinpraparationen einer Reinheit von >90% 

zu erzielen. Die Proben wurden iiber SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese nach Lammli (1970) in Gegenwart von 
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5% Mercaptoethanol unci unter Verwendung eines Gels mit 
15% Acrylamid und 0,475% Bisacrylamid aufgetrennt. 
Nach dem Lauf wurde das Gel mit Coomassieblau gefarbt. 

5 Figur 5 Dimerisierung der gemeinsam iiber Gelf iltration aufge- 
reinigten PDGF-A- und PDGF-B-Monomere . 

Protein-Standard (1); Dimerisierungsansatz mit gemein- 
sam iiber Gelf iltration aufgereinigten PDGF-A- und 
PDGF-B-Ketten (2? 7 , nach Reduzierung der Probe mit 5% 
Mercaptoethanol); PDGF-AB-Heterodimer , von den Monome- 
ren des Dimerisierungsansatzes iiber Ionenaustausch- 
chromatographie abgetrennt (3, 8, nach Reduzierung der 
Probe mit 5% Mercaptoethanol); aus monocistronisch 
exprimierten und einzeln auf gereinigten Monomeren 
rekonstituiertes PDGF-AB (4), PDGF-BB (5) und PDGF-AA 
(6) als Kontrollen. Die Proben wurden iiber SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese unter Verwendung eines 
Gels mit 15% Acrylamid und 0,475% Bisacrylamid aufge- 
trennt. Nach dem Lauf wurde das Gel mit Coomassieblau 
gefarbt . 

Sandwich- ELI SA zum Nachweis von PDGF-AB mit Hilfe 
eines monoklonalen und eines polyklonalen Anti-PDGF- 
Antikorpers : Eichkurven von PDGF-Standards . 

Polys tyrolplatten wurden mit Schaf -Anti-Maus-IgG be- 
schichtet und anschliefiend mit einem Maus-Hybridoma- 
iiberstand (von Klon 1B3, enthalt monoklonale Antikor- 
30 per gegen die B-Kette in PDGF-AB und -BB) inkubiert; 

nach Inkubation mit verschiedenen PDGF Standards wurde 
das gebundene PDGF mit Hilfe eines polyklonalen Kanin- 
chenAnti -PDGF-AA, gefolgt von Peroxidase-markiertem 
Anti-Kaninchen-IgG nachgewiesen; 
35 Quelle der PDGF-Standards: 



10 
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20 



Figur 6 

25 



WO 94/29462 



PCT/EP94/01861 



30 

AB: aus humanen Thrombozyten , von PROMEGA Corp. No. G 
5161; 

oder analog WO 90/08163 aus E. coll (monocistronische 
Expression als Fusionsprotein fur PDGF-A und PDGF-B). 
5 Die durch die Fusionsprotein-Expression gewonnene 

PDGF-B Kette weist im Gegensatz zu dem durch direkte 
Expression gewonnenen Material eine Verkiirzung am N- 
Terminus urn 12 Aminosauren und eine C-terminale Ver- 
langerung um 5 Aminosauren auf . Bei der Fusionsgen- 
10 expression analog WO 90/08163 wurde anstelle des die 

PDGF-B-Kette enthaltenden Plasmids pE-pF14 (s.a. WO 
90/04035) das Konstrukt pBX eingesetzt. Dieses Kon- 
strukt fuhrt zur Expression einer PDGF-B-Kette mit 
korrektem C-Terminus . 



15 



20 



BB: rekombinant aus E. coll (pBS /PDGF-B) 

B : rekombinant aus E. coll (pBS /PDGF-B) 

AA: rekombinant aus E. coll (pBS /PDGF-A) 

A : rekombinant aus E, coll (pBS /PDGF-A) 



Figur 7 PDGF-AB-ELISA zur Analyse verschiedener PDGF-AB Prapa- 
rationen. Untersucht wurden Praparationen aus unter- 
schiedlichen mono- und bicistronischen PDGF-Expres- 
sionskonstrukten: (Eichkurven von Standards (siehe 
25 Figur 6) . 
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2. Beiapiel: Steuemng der bicistronischen Expression der 
monomeren PDGF-Ketten A und B im Cytoplasma von E. coll und 
Rekonstitution der Monomere zum biologisch aktiven Hetero- 
dlmer 

5 

2.1 Herstellung des Expressions vektors und der bicistronischen 
FDGF-Genkonstruktionen 

2.1-1 Herstelluno des Express ions vektors pCYTEX P3 

10 

Zur Herstellung des Express ionsvektors , wie sie in Tabelle 
1 beschrieben ist, und zur weiter unten (2.1.4) geschilder- 
ten Konstruktion der verschiedenen bicistronischen Plasmid- 
konstrukte und deren Vorstufen, wurden Standardmethoden der 
15 rekombinanten DNA-Technologie (Sambrook et al., 1989; Ma- 

niatis et al., 1982) eingesetzt. 

Tabelle It Zueainmensetzunq des Bxpressionsvektors pCYTEX P3 

20 

SEQUENZ HERKTJNFT/KONSTRUKTION 



25 



Lambda P K Promoter 



synthetisches Oligodesoxyribonukleo- 
tidpaar mit fimal bzw. Bglll kompati- 
blen Enden 



TIS B 



30 



synthetisches Oligodesoxyribonukleo- 
tidpaar mit Bglll bzw. Ndel kompati- 
blen Enden 



35 



40 



fd Terminator Terminator des Bakteriophagen fd nach 

Subklonierungen als Smal/Xbal Fragment 
eingebaut 

cJ857 Repressorgen nach Einfiigung einer iCpnI-Schnitts tel- 
le stromauf -warts von dessen Promotor- 
sequenz mittels in vitro Mutagenese 
als KpnI/NotI Fragment aus pCYTEXPl 
eingebaut 

Ampicillin-Resistenzgen Ndel/ Pvul I -Fragment aus pUCl8 
und Replikationsursprung 
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Nach dem Einbau eines Notl/Sma I -Adaptors zwischen die Ndel 
und EcoRl Schnittstellen, wodurch diese zerstort worden 
sind, wurde die subklonierte Expressionskassette zwischen 
die NotI und PvuII Schnittstellen in pUC18 insertiert. Die 
5 schematische Darstellung des Vektors ist in Figur 1 und die 

Sequenz von dessen Expressionskassette inklusive flankie- 
render Bereiche ist in SEQ ID NO: 16 dargestellt. In diesem 
Vektor erfolgt die Transkription eines zwischen den 
Schnittstellen Ndel bis Xbal eingef iigten Gens vom P R -Promo- 

10 tor des Bakteriophagen Lambda aus und wird am Transkrip- 

tions-Terminator des fd Phagen beendet. Das zur Kontrolle 
der Transkription notwendige cJ857-Gen, das fur den Tempe- 
ra tur- sens it iven Repressor des Lambda-Promotors kodiert, 
ist ebenfalls auf dem Vektor enthalten, um die Verwendung 

15 dieses Expressionsvektors unabhangig vom Vorhandensein 

eines chromosomal kodierten Repressors in der Zelle zu 
machen. Die Transkription der unter der Kontrolle des 
Lambda P R -Promotors befindlichen Gene ist in Zellen, die 
bei 30° C kultiviert werden, reprimiert und wird nach In- 

20 aktivierung des Repressors durch ErhShung der Inkubation- 

stemperatur auf 40-42° C effektiv induziert. Zur Sicher- 
stellung der eff ektiven * Translations-Initiation laBt sich 
ein rekombinantes Gen iiber die Ndel Schnittstelle mit sei- 
nem Startcodon an die synthetische TIS B des Vektors an- 

25 schliefien. 

2.1.2 Mutaoenese am humanen PDGF-B-Gen 

Das Plasmid pMVW-2 enthalt die cDNA des humanen PDGF-B 
30 Gens, welches im 5 ' -trans latierten Bereich der Vorlauferse- 

guenz unvollstandig ist (Weich et al . , 1986; SEQ ID NO: 1). 
Fur die direkte Expression in E, coli wurde durch in vitro 
Mutagenesen an das 5'-Ende des reifen PDGF-B-Gens eine 
Wcfel-Schnittstelle (enthalt die Information fur die Starta- 
35 minosaure Methionin) und Stop-Codons an das 3 r -Ende des 

maturen PDGF-B Gens eingef iihrt. Hierfiir wurde zunachst das 
914 bp BainEI/Ncol -Fragment aus pMVW-2 iiber einen syntheti- 
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schen Adapter [Oligomere NCCLSA1 und NCCLSA2 (SEQ ID NO: 5 
+ 6)] in den BazriHI/Sail-gespaltenen Bakteriophagen M13mpl9 
(Pharmacia) insertiert. Dieses Konstrukt lieferte die not- 
wendige Einzelstrang-DNA fair die nachgeschalteten in vitro 
5 Mutageneseschritte, die mit Hilfe des Oligomer-directed in 

vitro mutagenesis system (Version 2) der Fa. Amersham, 
basierend auf der Methode von Eckstein et al. [Taylor J. 
W., Ott J. and Eckstein F. (1985) Nucl. Acids Res. 13, 
8764-8785; Nakamaye K. and Eckstein F. (1986) Nucl. Acids 

10 Res. 14, 9679-9698; Sayers J. R. , Schmidt W. and Eckstein 

F. (1988) Nucl. Acids Res. 16, 791-802] durchgefuhrt wur- 
den. Als Mutageneseprimer wurden die synthetischen Primer 
PDGBNDE und PDGBTGA (SEQ ID NO: 7 und 8) eingesetzt. Als 
Mutageneseprodukt wurde die aminoterminal um ein zusatzli- 

15 ches. Methionin verlangerte Sequenz der maturen PDGF-B Kette 

(SEQ ID NO: 10) in Ml 3 /PDGF-B erhalten. 

2.1.3 Mutagenese am humanen PDGF-A-Gen 

Das Plasmid pODA (Eichner et al., 1989) enthalt die voll- 
standige Sequenz des humanen PDGF-A Precursors (SEQ ID NO: 
3 ) . Fur die direkte Expression in E. coli wurde durch in 
vitro Mutagenese an das S'-Ende des reifen PDGF-A-Gens eine 
tfdel-Schnitts telle (enthalt die Information fur die Starta- 
minosaure Methionin) eingefiihrt. Hierfur wurde pODA zu- 
nachst mit EcoRI linearisiert , die resultierenden Enden mit 
Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase I von E. 
coli zu glatten Enden aufgefiillt und das nach Verdau mit 
BaraHI entstehende Fragment in den Expressionsvektor pCYTEX 
PI insertiert. Dieser war zunachst mit Sphl geschnitten, 
dann mit Mung bean Nuklease behandelt und darauf mit BamEI 
geschnitten worden. Mit Hilfe des Helferphagen M13K07 wurde 
von diesem Konstrukt, pCYT-A-1, die Einzelstrang-DNA fur 
den nachgeschalteten in vitro Mutageneses chritt prapariert 
(Sambrook et al., 1989), der mit Hilfe des Oligomer-direc- 
ted in vitro mutagenesis system (Version 2) der Fa. Amers- 
ham, basierend auf der Methode von Eckstein et al. [Taylor 



20 



25 



30 



35 
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J. W., Ott J. and Eckstein F. (1985) Nucl. Acids Res, 13, 
8764-8785; Nakamaye K. and Eckstein F. (1986) Nucl. Acids 
Res. 14, 9679-9698; Sayers J. R., Schmidt W. and Eckstein 
F. (1988) Nucl. Acids Res. 16, 791-802] durchgefuhrt wurde. 
5 Als Mutagenesepr inter wurde der synthetische Primer PDGANDE 

(SEQ ID NO: 9) eingesetzt. Als Mutageneseprodukt wurde die 
aminoterminal um ein zusatzliches Methionin verlangerte 
Sequenz der maturen PDGF-A Kette (SEQ ID NO: 12) in pCYT-A- 
2 erhalten. 

10 

2.1.4 Herstellung der bicistronischen PDGF-Genkonstrukte 

Basierend auf diesem Vektorsystem wurden die verschiedenen 
in Figur 2 dargestellten bicistronischen PDGF-Genkonstrukte 
15 hergestellt. Die Konstruktion dieser Plasmide wurde inklu- 

sive der verschiedenen Subklonierungen wie in Tabelle 2 
beschrieben durchgefuhrt. Alle Klonierungen wurden mittels 
DNA-Sequenzierung iiberpriif t . 
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Tabelle 2; PlaBmidkonstruktionen 

PLASMI D KONSTRUKT I ON 



pCYT-A3 Entf ernung des nicht gewiinschten PDGF-A-Vor- 

lauf ergenanteils durch Ndel Verdau von pCYT- 
10 A2 und Religation des Vektorf ragmentes , wo- 

bei PDGF-A an die TIS E-Seguenz des Vektor- 
anteils angeschlossen wurde 

pCYT-B Klonierung des Ndel/ Sal I -Fragmentes mit der 

15 Sequenz fur die reife FDGF-B-Kette aus 

M13/PDGF-B in pCYTEX PI geschnitten mit Ndel 
und Sail, wobei PDGF-B an die TIS E-Sequenz 
des Vektoranteils angeschlossen wurde 

20 pCYT-BA Klonierung des durch vollstandige Spaltung 

mit BajiiRI und partielle Spaltung mit itfdel 
entstandenen Fragmentes aus pBS/PDGF-BA2 mit 
PDGF-B ohne TIS gefolgt von PDGF-A mit TIS 
E in pCYTEX PI, wobei PDGF-B an die TIS E- 

25 Sequenz des Vektoranteils angeschlossen wur- 

de 

pCYT-B2 Klonierung des Jttol/Sail-Fragmentes mit 

PDGF-B aus pCYT-B in pCYTEX PI geschnitten 
30 mit EcoRI und Sail, wobei sowohl die Xhol - 

als auch die ^coRI-Enden der DNA-Fragmente 
zuvor mittels des Klenow-Enzyms zu glatten 
Enden aufgefullt wurden 

35 pCYT-B3 Klonierung des Spel/ Sal I -Fragmentes mit 

PDGF-B aus pBS/PDGF-B in pCYTEX PI geschnit- 
ten mit EcoRI und Sail, wobei sowohl die 
Spel - als auch die EcoRI -Enden der DNA- 
Fragmente zuvor mittels des Klenow-Enzyms zu 

40 glatten Enden aufgefullt wurden 

pCYT-ABl Klonierung des XhoI/BamRI -Fragmentes mit 

PDGF-A inklusive TIS E aus pCYT-A3 in pCYT- 
B2 geschnitten mit Xhol und BamHI 

45 

pCYT-AB2 Klonierung des Spel /BairiKI -Fragmentes mit 

PDGF-A inklusive TIS B aus pBS/PDGF-A in 
pCYT-B2 geschnitten mit Xhol und Ba/nHI, wo- 
bei sowohl die Spel - als auch die Xhol-En- 
50 den der DNA-Fragmente zuvor mittels des Kle- 

now-Enzyms zu glatten Enden aufgefullt wur- 
den. 
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PCYT-AB4 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



pBS /PDGF-B 

pBS/PDGF-A 
pBS/PDGF-BAl 



pBS /PDGF-BA2 



pBS/PDGF-BA4 



pBS/PDGF-ABl 



pBS/PDGF-AB2 



pBS/PDGF-AB4 
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Klonierung des Spel/Ba/nHI-Fragmentes mit 
PDGF-A inklusive TIS B aus pBS/PDGF-A in 
pCYT-B3 geschnitten mit Xhol und BaraHI , wo- 
bei sowohl die Spel - als auch die Xhol-En- 
den der DNA-Fragmente zuvor mittels des Kle- 
now-Enzyms zu glatten Enden aufgefullt wur- 
den. 

Klonierung des PDGF-B-Gens aus pCYT-B als 
Ndel/Xbal -Fragment in vollstandig mit Ndel 
und partiell mit Xbal gespaltenen pCYTEX P3, 
Anschlufl an TIS B 

Klonierung des PDGF-A-Gens aus pCYT-A3 als 
Ndel /BaitiHI -Fragment in pCYTEX P3 geschnitten 
mit Ndel und BajtiRl, AnschluB an TIS B 

Klonierung des iCnoI/BairiHI-Fragmentes aus 
pCYT-BA mit PDGF-B inklusive TIS E gefolgt 
von PDGF-A ebenfalls mit TIS E in pCYTEX P3 
geschnitten mit Spel und BamHl , wobei sowohl 
die Spel - als auch die Xhol-Enden der DNA- 
Fragmente zuvor mittels des Klenow-Enzyms zu 
glatten Enden aufgefiillt wurden. 

Klonierung des PDGF-A-Gens inklusive TIS E 
als XhoI/BamEI -Fragment aus pCYT-A3 in 
vollstandig mit BanMI und partiell mit Sail 
geschnittenen pBS /PDGF-B 

Klonierung des PDGF-A-Gens inklusive TIS B 
aus pBS/PDGF-A als Spel / BamKX -Fragment in 
vollstandig mit BamHl und partiell mit Sail 
geschnittenen pBS /PDGF-B, wobei sowohl die 
Spel - als auch die Sail -Enden der DNA-Frag- 
mente zuvor mittels des Klenow-Enzyms zu 
glatten Enden aufgefiillt. 

Klonierung des -XAoI/Xbal-Fragmentes mit dem 
PDGF-A-Gen inklusive TIS E gefolgt von PDGF- 
B ebenfalls mit TIS E aus pCYT-ABl in pCYTEX 
P3 geschnitten mit Spel und SamHI, wobei 
sowohl die Spel - als auch die JjfAoI -Enden 
der DNA-Fragmente zuvor mittels des Klenow- 
Enzyms zu glatten Enden aufgefiillt wurden. 

Klonierung des Spel/^bal-Fragmentes mit dem 
PDGF-A-Gen inklusive TIS B gefolgt von PDGF- 
B mit TIS E aus pCYT-AB2 in pCYTEX P3 ge- 
schnitten mit Spel und BamHI 

Klonierung des Spel/JTjbal-Fragmentes mit dem 
PDGF-A-Gen inklusive TIS B gefolgt von PDGF- 
B ebenfalls mit TIS B aus pCYT-ABl in pCYTEX 
P3 geschnitten mit Spel und BaraHI 
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2.2.1 Anzucht Plasinid traqender Zellen 

5 £. coll Zellen trans formiert mit einem der bicistronischen 

Plasmide wurden auf LB - oder TB Medium mit 0,05-0,1 mg/ml 
Ampicillin zunachst bei 30° C angezogen, urn den Promotor 
des Bakteriophagen Lambda durch die Wirkung des bei dieser 
Temperatur aktiven Repressors im inaktiven Zustand zu hal- 

10 ten. Nach Erreichen der gewiinschten Zelldichte in den Kul- 

turen in der Phase logarithmischen Wachs turns wurde die 
Kultivierungs temperatur auf 42° C erhoht und damit die 
Expression der PDGF-Gene induziert. Im Falle von Schiittel- 
kulturen wurde bei einer optischen Dichte von ca. 0,8 und 

15 fiir Fermenterkulturen bei ca. 10 induziert. Die Zellen 

wurden spates tens beim Erreichen der stationaren Wachs - 
tumsphase durch Zentrif ugation fiir 20 min bei 5000 x g 
geerntet . 

20 2.2.2 Preparation von Einschlufikorpern 

Die Preparation der EinschluBkorper wurde analog Hoppe et 
al. (1989) durchgef iihrt . Dabei wurden die nach 2.2.1 ge- 
ernteten Zellen in 20 ml pro Liter Kultur einer 20 mM Tris- 
25 HCL/0,5 mM EDTA, pH 7 , 8 auf genommen . Abweichend von dieser 

Methode erfolgte der Zellauf schluB mittels Ultraschallbe- 
handlung. Die EinschluJ3k6rper wurden durch 10-mimitige 
Zentrif ugation bei 6000 x g geerntet und einmal mit 20 mM 
Tris-HCl, 0,5 mM EDTA, 2% Triton X-100 gewaschen. 

30 

Durch die Verwendung des pCYTEX P3 -Express ions systems zur 
direkten cytoplasmatischen Expression der PDGF-Gene liefien 
sich Syntheseraten der reifen PDGF-A- und PDGF-B-Ketten 
erzielen, die zur Bildung von Einschlufikorpem im Cytoplas- 
35 ma fiihren. Die hier dargestellte hohe Reinheit der PDGF-A- 

und PDGF-B-Ketten (etwa 90%) bereits auf der Stufe des 
Einschluflkorperpraparationen offenbart hier einen gravie- 
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renden Vorteil der direkten cytoplasmatischen Expression 
der entsprechenden Gene mittels des Expressionsvektors 
pCYTEX P3 gegeniiber der von Hoppe et al . (1989/ s. a. WO 
90/04035; 1990, s. a. WO 90/08163) eingesetzten Fusions- 
genmethode. Beim letztgenannten Verfahren entstehen durch 
die Abspaltung des nicht gewiinschten bakteriellen Fusions- 
genanteils Proteinbruchstiicke ira Molekulargewichtsbereich 
der PDGF-Monomere . Fragmente dieser Art entstehen bei der 
direkten cytoplasmatischen Expression nicht. 



Densitometrische Untersuchungen von Coomassieblau gef arbten 
Gelen mit den verschiedenen Einschluflkorper-Praparationen 
ergaben fiir die bicistronischen Konstrukte die in Tabelle 3 
aufgefuhxten Verhaltnisse von PDGF-A- zu PDGF-B-Monomeren . 

15 Fiir Zellen mit dem Plasmid pBS/PDGF-BA2 (Figur 2, DSM-Hin- 

terlegungsnummer 8336) zeigt es sich, daB beide reifen 
Ketten, PDGF-B und PDGF-A, mit gleicher Rate effektiv syn- 
thetisiert und in Einschluflkorpern deponiert werden. Dieses 
Plasmid bietet damit verf ahrenstechnische Vorteile. Beide 

20 Ketten, PDGF-A und PDGF-B, konnen mit Hilfe einer Fermen- 

terkultur im grofien MaBstab hergestellt werden. Damit 
brauchte nur ein genetisch veranderter Organismus charak- 
terisiert und nur ein Produktionsverf ahren fiir beide Ketten 
validiert zu werden. Von den anderen bicistronischen Plas- 

25 miden werden jeweils zum Teil deutlich voneinander abwei- 

chende Expressionsraten des PDGF-A- und des PDGF-B-Gens 
gesteuert. Insbesondere kann mittels der Konstrukte pBS/ 
PDGF-BA4 (DSM-Hinterlegungsnummer DSM 8338) bzw. pBS/PDGF- 
AB4 (DSM Hinterlegungsnummer DSM 8337, vgl. Figur 2), wel- 

30 che das PDGF-A- und das PDGF-B-Gen in den zwei moglichen 

Anordnungen jeweils mit der TIS B-Sequenz fusioniert tra- 
gen, einesfalls deutlich mehr PDGF-B- als PDGF-A-Kette und 
andemfalls mehr PDGF-A- als PDGF-B-Kette synthetisiert 
werden . 
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Tabelle 3: Bicistronische Expression von PDGF-A und PDGF-B 

Verhaltnis PD6F-A ; PDGF-B 

5 pBS/PDGF-BAl 0,77 

pBS / PDGF-BA2 0,97 

pBS / PDGF-BA4 0,45 

pBS/PDGF-ABl 0,9 

pBS/PDGF-AB2 3,7 

10 pBS / PDGF-AB4 3,6 



2.3 Reiniaung der PDGF Monomere und Rekonstitution zu PDGF-AB 

15 Nachdem das EinschluBkorperprotein nach Hoppe et al. (1989) 

solubilisiert und sulfoniert worden war, wurde es uber 
Gelf iltration aufgetrennt. Erf indungsgemSB bevorzugt wurde 
fiir die Aufreinigung der PDGF-A- und PDGF-B-Ketten eine 
Superdex 75 HR High Load 26/60-Saule von Pharmacia. Nach 
Aquilibrierung mit dem Laufmittel 4 M Guanidinium-HCl, 50 
mM Tris-Cl, pH 7,4 wurden 5-10 'ml Probe bei einer Fluflrate 
von 2 ml/min aufgetragen. Wie in Figur 4 gezeigt wurden die 
PDGF-A- und die PDGF-B-Kette aufgrund ihres sehr ahnlichen 
Molekulargewichts mit annahernd >90% Reinheit in den glei- 
25 chen Saulenf raktionen erhalten. Die Fraktionen wurden dar- 

aufhin vereinigt und iiber Nacht gegen 5 1 Wasser dialy- 
siert. Nach dem Einst-ellen des Probenvo lumens auf 15 ml 
durch Eintrocknen unter Vakuum erfolgte durch Zugabe von 
Ameisensaure und Hamstoff in Endkonzentrationen von 5% 
30 bzw. 5 M die Solubilisierung des ausgef allenen Proteinmate- 

rials. Nach emeuter Dialyse gegen 5 1 2 M Hamstoff wurde 
die PDGF-haltige Probe auf ca. 0,5 mg/ml eingestellt. An- 
schlieBend erfolgte die Dimerisierung wie bei Hoppe et al. 
(1989) beschrieben. Wie in Figur 5 gezeigt ist, wurde dabei 
35 nach elektrophoretischer Auftrennung des Dimerisierungs- 

ansatzes neben Monomerbanden das Auftreten von einer promi- 
nenten Bande im Molekulargewichtsbereich von ca. 28000 
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beobachtet. Diese zeigt das gleiche Lauf verhalten im Gel 
wie PDGF-AB und ein deutlich anderes als PDGF-AA- und PDGF- 
BB-Dimere, die jeweils zur Kontrolle aus einzeln aufgerei- 
nigten Ketten rekonstituiert und durch verschiedene Analy- 
5 sen verifiziert wurden. Ein Vergleich der Intensitaten der 

Dimerbande und der Monomerbanden des elektrophoretisch 
auf getrennten Dimerisierungsansatzes deutet eine Dimerisie- 
rungsrate von mehr als 50% an. 

10 Das Dimerisierungsprodukt wurde anschlieflend von den Mono- 

meren iiber Ionenaustauschchroittatographie wie bei Hoppe et 
al. (1990) beschrieben mittels Fraktogel TSK SP 650 (S) der 
Firma Merck abgetrennt. Das gereinigte Dimer (Figur 5) 
wurde fiir weitere Analysen eingesetzt. 

15 

An dieser Stelle wird deutlich, dafl das bicistronische 
Plasmid pBS/PDGF-BA2 auch die Grundlage zur Entwicklung 
neuartiger effektiver Praparationstechniken fiir das PDGF- 
AB-Heterodimer bietet. Dieses Plasmid steuert die Synthese 

20 der PDGF-A und PDGF-B Konomere in einem stochiometrischen 

VerhSltnis von 1:1 (Figur 3, Tabelle 3), welches besonders 
giinstig ist fiir deren in vitro Dimerisierung zu PDGF-AB. 
Aufgrund ihres sehr ahnlichen Molekulargewichtes las sen 
sich die PDGF-A- und PDGF-B-Ketten mit Hilfe eines Gelfil- 

25 trations -Chroma tographieschrittes zusammen, ohne das durch 

genetische Titration eingestellte Vernal tnis der verschie- 
denen Ketten zueinander wahrend der Praparationsprozedur zu 
variieren, weiter aufreinigen, renaturieren und zum biolo- 
gisch aktiven PDGF-AB-Heterodimer rekonstituieren . Aufgrund 

30 der hohen Reinheit der PDGF -Ketten bereits auf der Stuf e * 

der Einschluflkorperpraparationen bietet sich andererseits 
die Moglichkeit an, die Dimerisierung direkt ohne weitere 
Reinigungsschritte dazwischenzuschalten mit dem gesamten 
solubilisierten EinschluJ3k6rperprotein durchzuf iihren . Der 

35 wesesentliche Vorteil dieses Verfahren ware, dafi fiir alle 

weiteren notwendigen Reinigungs- und Analyseschritte PDGF- 
Dimere eingesetzt werden kdnnten, die wegen ihrer besseren 
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Wasserloslichkeit leichter zu handhaben sind als die PDGF- 
Monomere . 

2 . 4 Nachweis von PDGF-AB Heterodimer in den Renaturieninaspro- 
5 ben mit Hilfe eines spezifischen PDGF-AB ELISA's 

Es wurde ein 'two-antibody sandwich assay' aufgebaut, der 
eine spezifische Quantif izierung von PDGF-AB neben PDGF-AA 
und -BB erlaubt. Dabei wurde ein monoklonaler und ein poly- 
10 klonaler ant i-PDGF -Antikorper eingesetzt: 

Polystyxolplatten mit 96 Kavitaten (Fa. Dynatech, U-Platte, 
No. M124B) werden in folgender Reihenfolge beschichtet 
(zwischen jedem Schritt jeweils 4 x Waschen mit PBS mit 
15 0,05% Tween 20) : 

1) Maus Monoklonaler Antikorper 1B3 [erhalten aus Uber- 
standen von Hybridomazellen, die durch Fusion von 
SP2/0-Myelomzellen mit Milzzellen von Mausen entstan- 

20 den waren. Die Mause waren mit rekomb. PDGF-AB (aus E. 

coll gemSfl Hoppe et al., 1'990) immunisiert. Der mono- 
klonale Antikorper bindet spezifisch an der B-Kette 
von PDGF-Dimeren ] , 3 ng/ml IgG2a in Carbonat/Bicarbo- 
nat-Puffer, pH 9,6, 50 nl bei 4°C uber Nacht. 

25 

2) 1% BSA (Fa. E. Merck, Nr. 12018) in PBS, pH 7,5, 100 
111 fur 1 h bei R.T. 

3) PDGF-haltige Losungen, verdunnt in PBS mit 0,1 % BSA 
30 und 0,05 % Tween 20 (PBS+), 50 *il fur 1 h bei R.T. 

4) Polyklonales Kaninchen-Anti-PDGF-AA-IgG (Fa. Genzyme, 
No. ZP-214, bindet an der A-Kette von dimerem PDGF), 
2 ^g/ml in PBS+, 50 \xl fur 1 h bei R.T. 



35 



5) POD-markiertes Ziege-Anti-Kaninchen IgG (Fa. Pierce, 
No. 31460), 0,1 ug/nd in PBS+, 50 nl fur 1 h bei R.T., 
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Detection mit dem Substrat Tetramethylbenzidin gemafl 
E.S. BOS et al. (J. Immunoassay 2_ (1981), 187-204). 

2 . 5 Biolooische Aktivitat von renaturiertem und gereiniatem 
5 rPDGF-AB 

Die Messung der Stimulierung der DNA-Syntheserate von dich- 
tearretierten Fibroblasten erlaubt eine Bestimmung der 
mitogenen Aktivitat des PDGF. Eine Unterscheidung zwischen 
10 den Isoformen PDGF-AA, AB und BB ist nicht mdglich, da alle 

PDGF-Isof ormen in diesem Testsystem aktiv sind. 

Der Assay wurde gemafl Shipley et al. (1984) mit AKR-2- 
B-Maus fibroblasten in 24-Well-Platten durchgef iihrt . 

15 

Reines PDGF zeigt in dem Test eine halbmaximale Stimulie- 
rung bei einer Konzentration von etwa 3-5 ng/ml. Die Ergeb- 
nisse aus dem Mitogentest sind in Tabelle 4 den aus dem 
PDGF-AB-ELISA abgeleiteten EC 50 -Werten (Konzentration, bei 
20 der ein halbmaximaler Effekt auftritt) gegeniibergestellt . 

Die Mefidaten fur rekombinantes PDGF-AB aus mono- Oder bici- 
stronischer Expression sind annahernd identisch. 
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Tabelle 4 



Plasmid 


mono- 
cis . 


bi- 
ds . 


EC 50 gemaB 
PDGF-AB 

ELISA 
[ng/ml] 


Unit gemaB 
Mitogentest 
|>g/ml] 


pAX-HA +pBX 
(Expression als 
Fusionsprotein ) 


+ 


- 


4 


5.4 


pBS/PDGF-B+ 
pBS/PDGF-A 
(direkte Expres- 
sion) 


+ 




5 


3.0 


pBS / PDGF -BA2 
(direkte Expres- 
sion) 




+ 


3.3 


3.9 



15 

2 . 6 Aminoterminale Secnienzieruno von PDGF-Polypeptiden 



Durch diese Untersuchungen sollte im renaturierten, durch 
20 cytoplasmatische Coexpression erhaltenen FDGF-Dimer die 

PDGF-Ketten A . und B eindeutig nebeneinander nachgewiesen 
werden. Das fiir diese Analysen eingesetzte Material wurde 
mit Hilfe des bicistronischen Konstruktes pBS/PDGF-BA2 
(Tabelle 2) erhalten. 

25 

Die automatische Sequenzanalyse wurde am Modell 477A (Ap- 
plied Biosystems ) mit dem Zyklus NORMAL 1 durchgef iihrt . Die 
Analyse der Phenylthiohydantoin-Aminosauren-Derivate er- 
folgte auf dem online gekoppelten 120A PTH-Analyser . Die 
30 Disulf idbrucken der Probe wurden mit Dithiothreitol redu- 

ziert und mit 4-Vinylpyridin alkyliert. 
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Nach den Ergebnissen der Proteinbestimmung wurden 10 ug 
Probe analysiert. Die Ergebnisse der Proteinsequenzanalyse 
von coexprimierten PDGF-Monomeren (Tabelle 5) zeigen, dafi 
die N-tenninalen Aroinosauren der PDGF-A- und PDGF-B-Kette 
5 in annahernd gleicher Ausbeute nachgewiesen werden konnen. 

Dies ist ein zusatzlicher Beleg dafur, daB die Expression 
mit dem patentgemafl bevorzugten Konstrukt pBS/PDGF-BA2 zu 
einem stochiometrischen 1:1 Verhaltnis beider PDGF-Ketten 
fiihrt mit der Folge, daJ3 durch die Anwendung der in Ab- 

10 schnitt 2.3 beschriebenen Praparationsmethode hauptsachlich 

PDGF-AB-Heterodimere erhalten werden. Die relative Ausbeute 
der Aminosaure Serin in Position 1 wurde mit >96% bestimmt. 
Nebensequenzen (z. B. mit N-terminalem Methionin versehene 
PDGF-Ketten) machen daher weniger als 4% des Gesamtproteins 

15 aus . 

Tabelle 5 

Amino sauresequenzanalyse der PDGF-A- und PDGF-B-Ketten 





PDGF-A 


PDGF-B 


Zyklus 


Code 


Ausbeute 
(pmol ) 


Code 


Ausbeute 
( pmol ) 


1 


Ser 


33,11* 


Ser 




2 


lie 


128,58 


Leu 


109,07 


3 


Glu 


61,47 


Gly 


71,95 


4 


Glu 


44,82 


Ser 


24,93 


5 


Ala 


72,32 


Leu 


73,41 


6 


Val 


80,22 


Thr 


33,90 


7 


Pro 


54,00 


lie 


44,88 


8 


Ala 


53,49* 


Ala 




9 


Val 


65,06 


Glu 


30,51 



* Ausbeute aus beiden Ketten 
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SEQUENZPROTOKOLL 



CI) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Beiersdorf AG 

(B) STRASSE: Unnastr. 48 

(C) ORT: Hamburg 20 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 2000 (20253) 

(A) NAME: GBF - Gesellschaft fUr Biotechnologische 

For s chung mbH 

(B) STRASSE: Mascheroder Weg 1 

(C) ORT: Braunschweig 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 3300 

(ii) ANMELDETITEL: Multicistronische Expression rekombinanter Gene in 
Bakterienzellen. 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 18 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER : IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 919 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(B) BEMERKTJNG: humane, verkurzte PDGF-B Vorlauf ersequenz , 
flankiert von 5'-BamHI und 3*-NcoI Restriktions- 
schnittstellen 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKONFT: 

(B) CLON: pMVW-2 (Weich et al., 1986) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 1..919 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function^ "BamHI/Ncol -Fragment aus 
pMVW-2" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 203.. 850 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product** "N-terminal verkurzte 
PDGF-B Vorlauf ersequenz* 
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(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 371. .697 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product* "mature PDGF-B Kette" 

(x) VERSFFENTLICHTJNGS INFORMATION: 
(A) AUTOREN: Weich, H. A. 

Sebald, W. 
Schairer, H. U. 
Hoppe, U. 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 198 

(F) SEITEN: 344-348 

(G) DATUM: 1986 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

GGATCCACAG GACGGGTGTG GTCGCCATGA TCGCGTAGTC GATAGTGGCT CCAAGTAGCG 60 

AAGCGCCAGG ACTGGGCGGC GGCCAAAGCG GTCGGACAGT GCTCCGAGAA CGGGTGCGCA 120 

TAGAAATTGC ATCAACGCAT ATAGCGCTAG CAGCACGCCA TAGTGACTGG CGATGCTGTC 180 



GGAATGGACG ATCCCCCCCC CC CCC GAG GAG CTT TAT GAG ATG CTG AGT GAC 232 

Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met Leu Ser Asp 
-56 -55 -50 

CAC TCG ATC CGC TCC TTT GAT GAT CTC CAA CGC CTG CTG CAC GGA GAC 280 
His Ser lie Arg Ser Phe Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu His Gly Asp 
-45 -40 -35 

CCC GGA GAG GAA GAT GGG GCC GAG TTG GAC CTG AAC ATG ACC CGC TCC 328 
Pro Gly Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met Thr Arg Ser 
-30 -25 -20 -15 



CAC TCT GGA GGC GAG CTG GAG AGC TTG GCT CGT GGA AGA AGG AGC CTG 376 
His Ser Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg- Gly Arg Arg Ser Leu 
-10 -5 1 

GGT TCC CTG ACC ATT GCT GAG CCG GCC ATG ATC GCC GAG TGC AAG ACG 424 
Gly Ser Leu Thr lie Ala Glu Pro Ala Met lie Ala Glu Cys Lys Thr 
5 10 15 

CGC ACC GAG GTG TTC GAG ATC TCC CGG CGC CTC ATA GAC CGC ACC AAC 472 
Arg Thr Glu Val Phe Glu lie Ser Arg Arg Leu lie Asp Arg Thr Asn 
20 25 30 

GCC AAC TTC CTG GTG TGG CCG CCC TGT GTG GAG GTG CAG CGC TGC TCC 520 
Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin Arg Cys Ser 
35 40 45 50 

GGC TGC TGC AAC AAC CGC AAC GTG CAG TGC CGC 'CCC ACC CAG GTG CAG 568 
Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr Gin Val Gin 
55 60 65 

CTG CGA CCT GTC CAG GTG AGA AAG ATC GAG ATT GTG CGG AAG AAG CCA 616 
Leu Arg Pro Val Gin Val Arg Lys lie Glu He Val Arg Lys Lys Pro 
70 75 80 

ATC TTT AAG AAG GCC ACG GTG ACG CTG GAA GAC CAC CTG GCA TGC AAG 664 
He Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu Ala Cys Lys 
85 90 95 

TGT GAG ACA GTG GCA GCT GCA CGG CCT GTG ACC CGA AGC CCG GGG GGT 712 
Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser Pro Gly Gly 
100 105 110 
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TCC CAG GAG CAG CGA GCC AAA ACG CCC CAA ACT CGG GTG ACC ATT CGG 760 
Ser Gin Glu Gin Arg Ala Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val Thr lie Arg 
115 120 125 130 

ACG GTG CGA GTC CGC CGG CCC CCC AAG GGC AAG CAC CGG AAA TTC AAG 808 
Thr Val Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg Lys Phe Lys 
135 140 145 

CAC ACG CAT GAC AAG ACG GCA CTG AAG GAG ACC CTT GGA GCC 850 
His Thr His Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly Ala 
150 155 160 

TAGGGGCATC GGCAGGAGAG TGTGTGGGCA GGGTTATTTA ATATGGTATT TGCTGTATTG 910 

CCCCCATGG 919 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARACTER! STIKA: 

(A) LANGE: 216 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Protein 

<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met Leu Ser Asp His Ser lie Arg Ser Phe 
-56 -55 -50 -45 

Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu His Gly Asp Pro Gly Glu Glu Asp Gly 
-AO -35 -30 -25 

Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met Thr Arg Ser His- Ser Gly Gly Glu Leu 
-20 -15 -10 

Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg Arg Ser Leu Gly Ser Leu Thr lie Ala 
-5 15 

Glu Pro Ala Met lie Ala Glu Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu 
10 15 20 

lie Ser Arg Arg Leu lie Asp Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp 
25 30 35 40 

Pro Pro Cys Val Glu Val Gin Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg 
45 50 55 

Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin Val 
60 65 70 

Arg Lys lie Glu lie Val Arg Lys Lys Pro lie Phe Lys Lys Ala Thr 
75 80 85 

Val Thr Leu Glu Asp His Leu Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala 
90 95 100 

Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser Pro Gly Gly Ser Gin Glu Gin Arg Ala 
105 110 115 120 

Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val Thr He Arg Thr Val Arg Val Arg Arg 
125 130 135 
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Pro Pro Lys Gly Lys His Arg Lys Phe Lys His Thr His Asp Lys Thr 
140 145 150 

Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly Ala 
155 160 



(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 748 Basenpaare 
CB) ART: NukleinsHure 

(C) STRANG FORM: Einzel 
CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(B) BEMKRiCUNG : humanes PDGF-A Gen (kurze Splicefonn, Hoppe et al. f 

1987) aus pODA, flankiert von 5*-EcoRI und 3*-HindIII 
Restriktionsschnittstellen 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Homo sapiens 

(vii) UNMI T TELB ARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pODA (Eichner et al., 1989) 

(XX) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 95.. 682 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "PDGF-A Vorlauf ersequenz 
(kurze Spliceform)" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 353.. 682 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "mature PDGF-A Kette" 

(x) VERSFFENTLICHUNGS INFORMATION: 
(A) AUTOREN: Eichner, W. 

Jaeger, V. 
Herbst, D. 
Hauser, H. 
Hoppe , J . 

(C) ZEITSCHRIFT: Eur. J. Biochem. 

(D) BAND: 185 

(F) SEITEN: 135-140 
CG) DATUM: 1989 

(x) VERbFFENTLICHUNGSINFORMATION: 
CA) AUTOREN: Hoppe, J. 

Schumacher f L. 
Eichner, W. 
Weich, H. A. 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 223 

(F) SEITEN: 243-246 

(G) DATUM: 1987 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3 

GAATTCCGAC TGAATTTCGC CGCCACAGGA GACCGGCTGG AGCGCCCGCC CCGCGCCTCG 60 

CCTCTCCTCC GAGCAGCCAG CGCCTCGGGA CGCG ATG AGG ACC TTG GCT TGC 112 

Met Arg Thr Leu Ala Cys 
-86 -85 

CTG CTG CTC CTC GGC TGC GGA TAC CTC GCC CAT GTT CTG GCC GAG GAA 160 
Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala His Val Leu Ala Glu Glu 
-80 -75 -70 -65 

GCC GAG ATC CCC CGC GAG GTG ATC GAG AGG CTG GCC CGC AGT CAG ATC 208 
Ala Glu lie Pro Arg Glu Val He Glu Arg Leu Ala Arg Ser Gin He 
-60 -55 -50 

CAC AGC ATC CGG GAC CTC CAG CGA CTC CTG GAG ATA GAG TCC GTA GGG 256 
His Ser lie Arg Asp Leu Gin Arg Leu Leu Glu lie Asp Ser Val Gly 
-45 -40 -35 

AGT GAG GAT TCT TTG GAC ACC AGC CTG AGA GCT CAC GGG GTC CAC GCC 304 
Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg Ala His Gly Val His Ala 
-30 -25 -20 

ACT AAG CAT GTG CCC GAG AAG CGG CCC CTG CCC ATT CGG AGG AAG AGA 352 
Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu Pro He Arg Arg Lys Arg 

AGC ATC GAG GAA GCT GTC CCC GCT GTC TGC AAG ACC AGG ACG GTC ATT 400 
Ser He Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys Lys Thr Arg Thr Val He 
15 10 15 

TAC GAG ATT CCT CGG AGT CAG GTC GAC CCC ACG TCC GCC AAC TTC CTG 448 
Tyr Glu He Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro Thr Ser Ala Asn Phe Leu 
20 25 30 

ATC TGG CCC CCG TGC GTG GAG GTG AAA CGC TGC ACC GGC TGC TGC AAC 496 
He Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg Cys Thr Gly Cys Cys Asn 
35 40 45 

ACG AGC AGT GTC AAG TGC CAG CCC TCC CGC GTC CAC CAC CGC AGC GTC 544 
Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg Val His His Arg Ser Val 
50 55 60 

AAG GTG GCC AAG GTG GAA TAC GTC AGG AAG AAG CCA AAA TTA AAA GAA 592 
Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys Lys Pro Lys Leu Lys Glu 
65 70 75 80 

GTC CAG GTG AGG TTA GAG GAG CAT TTG GAG TGC GCC TGC GCG ACC ACA 640 
Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu Cys Ala Cys Ala Thr Thr 
85 90 95 

AGC CTG AAT CCG GAT TAT CGG GAA GAG GAC ACG GAT GTG AGG 682 
Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp Thr Asp Val Arg 
100 105 110 

TGAGGATGAG CCGCAGCCCT TTCCTGGGAC ATGGATGTGG GGATCCGTCG ACCTGCAGCC 742 



AAGCTT 



748 
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(2) INFORMATION ZtJ SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQTJENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 196 Aminosauren 

(B) ART: AminosMure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Protein 

(xi) SEOUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Arg Thr Leu Ala Cys Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala 
-86 -85 -80 -75 

His Val Leu Ala Glu Glu Ala Glu lie Pro Arg Glu Val lie Glu Are 
-70 -65 -60 -55 

Leu Ala Arg Ser Gin lie His Ser lie Arg Asp Leu Gin Are Leu Leu 
-50 -45 -40 

Glu lie Asp Ser Val Gly Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Are 
-35 -30 -25 

Ala His Gly Val His Ala Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu 
-20 -15 -10 

Pro lie Arg Arg Lys Arg Ser He Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys 
-5 1 5 10 

Lys Thr Arg Thr Val He Tyr Glu He Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro 
15 20 25 

Thr Ser Ala Asn Phe Leu He Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Are 
30 35 40 

Cys Thr Gly Cys Cys Asn Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Are 
45 50 55 

Val His His Arg Ser Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Are Lys 
60 65 70 

Lys Pro Lys Leu Lys Glu Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu 
75 80 85 90 

Cys Ala Cys Ala Thr Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp 
95 100 105 

Thr Asp Val Arg 
110 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI S TIKA: 

(A) LANGE: 19 Basen 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKttLS: synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: NCCLSA1 

(B) BEMERKUNG: synthetischer Linker zur Umklonierung des 

PDGF-B Gens aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CATGGCCCAA TCGATCCCG 19 



(2) INFORMATION 2tJ SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI S TIKA : 

(A) LANGE: 19 Basen 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: NCCLSA2 

(B) BEMERKUNG: synthetischer Linker zur Umklonierung des 

PDGF-B Gens aus pMW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
TCGACGGGAT CGATTGGGC 19 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI S TIKA: 

(A) LANGE: 33 Basen 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKttLS: synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: PDGBNDE 

(B) BEMERKUNG: Mutageneseprimer zur Einflihrung eines ATG- 

Codons und einer Ndel-Schnittstelle in den 5*-Bereich 
der maturen PDGF-B Kette 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 



GCTTGGCTCG TGGACATATG AGCCTGGGTT CCC 



33 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 37 Basen 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: PDGBTGA 

(B) BEMERKUNG: Mutageneseprimer zur EinfUhrung eines Stop- 

Codons an das 3'-Ende der maturen PDGF-B Kette 

(xx) SEQUENZ BESCHRE IB UN G : SEQ ID NO: 8: 
GCACGGCCTG TGACCTGATG ACCGGGGGGT TCCCAGG 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 33 Basen 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: PDGANDE 

(B) BEMERKUNG: Mutageneseprimer zur EinfUhrung einer Ndel- 

Schnittstelle in den 5'-Bereich der maturen PDGF-A Kette 

(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 
GCTTCCTCGA TGCTCATATG CCTCCGAATG GGC 33 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 369 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(B) BEMERKUNG : humanes PDGF-B Gen nach EinfUhrung eines ATG- 
Codons und einer Ndel-Schnittstelle in den 5*-Bereich 
sowie eines Stop-Codons in den 3*-Bereich der maturen 
PDGF-B Kette 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: M13/ PDGF-B 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 18.. 347 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "mature PDGF-B Kette" 
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(aci) SEQUENZBESCHREIBUNGi SEQ ID NO: 10: 

GCTTGGCTCG TGGACAT ATG AGC CTG GGT TCC CTG ACC ATT GCT GAG CCG 50 
Met Ser Leu Gly Ser Leu Thr He Ala Glu Pro 
15 10 

GCC ATG ATC GCC GAG TGC AAG ACG CGC ACC GAG GTG TTC GAG ATC TCC 98 
Ala Met He Ala Glu Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu He Ser 
15 20 25 

CGG CGC CTC ATA GAC CGC ACC AAC GCC AAC TTC CTG GTG TGG CCG CCC 146 
Arg Arg Leu He Asp Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro 
30 35 40 

TGT GTG GAG GTG GAG CGC TGC TCC GGC TGC TGC AAC AAC CGC AAC GTG 194 
Cys Val Glu Val Gin Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val 
45 50 55 

CAG TGC CGC CCC ACC CAG GTG CAG CTG CGA CCT GTC CAG GTG AGA AAG 242 
Gin Cys Arg Pro Thr Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin Val Arg Lys 
60 65 70 75 

ATC GAG ATT GTG CGG AAG AAG CCA ATC TTT AAG AAG GCC ACG GTG ACG 290 
He Glu lie Val Arg Lys Lys Pro He Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr 
80 85 90 

CTG GAA GAC CAC CTG GCA TGC AAG TGT GAG ACA GTG GCA GCT GCA CGG 338 
Leu Glu Asp His Leu Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg 
95 100 105 

CCT GTG ACC TGATGACCGG GGGGTTCCCA GG 369 
Pro Val Thr 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 110 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 11: 

Met Ser Leu Gly Ser Leu Thr lie Ala Glu Pro Ala Met lie Ala Glu 
15 10 15 

Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu lie Ser Arg Arg Leu lie Asp 
20 25 30 

Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin 
35 40 45 

Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr 
50 55 60 

Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin Val Arg Lys lie Glu lie Val Arg 
65 70 75 80 

Lys Lys Pro lie Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu 
85 90 95 

Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr 
100 105 110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 352 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(xi) ART DES MOLEKuTS : cDNA 

(B) BEMERKUNG: humanes PDGF-A Gen nach EinfUhrung eines ATG- 
Codons und einer Ndel-Schnittstelle in den 5*-Bereich 
sowie eines Stop-Codons in den 3*-Bereich der maturen 
PDGF-A Kette 

(vi) URSPRtlNLICHE HERKUNFT: 

(A) 0RGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMI T TELBARE HERKUNFT : 

(B) CLON: pCYT-A-2 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 17. .349 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product^ "mature PDGF-A Kette 
{kurze Splicef orm) " 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

GCCCATTCGG AGGCAT ATG AGC ATC GAG GAA GCT GTC CCC GCT GTC TGC AAG 52 
Met Ser lie Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys Lys 
15 10 

ACC AGO ACG GTC ATT TAC GAG ATT CCT CGG AGT CAG GTC GAC CCC ACG 100 
Thr Arg Thr Val He Tyr Glu He Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro Thr 
15 20 25 

TCC GCC AAC TTC CTG ATC TGG CCC CCG TGC GTG GAG GTG AAA CGC TGC 148 
Ser Ala Asn Phe Leu lie Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg Cys 
30 35 40 

ACC GGC TGC TGC AAC ACG AGC AGT GTC AAG TGC CAG CCC TCC CGC GTC 196 
Thr Gly Cys Cys Asn Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg Val 
45 50 55 60 

CAC CAC CGC AGC GTC AAG GTG GCC AAG GTG GAA TAC GTC AGG AAG AAG 244 
His His Arg Ser Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys Lys 
65 70 75 

CCA AAA TTA AAA GAA GTC CAG GTG AGG TTA GAG GAG CAT TTG GAG TGC 292 
Pro Lys Leu Lys Glu Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu Cys 
80 85 90 

GCC TGC GCG ACC ACA AGC CTG AAT CCG GAT TAT CGG GAA GAG GAC ACG 340 
Ala Cys Ala Thr Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp Thr 
95 100 105 

GAT GTG AGG TGA 352 
Asp Val Arg 
110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 111 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Met Ser He Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys Lys Thr Arg Thr Val 
1 5 .10 15 

He Tyr Glu He Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro Thr Ser Ala Asn Phe 
20 25 30 

Leu He Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg Cys Thr Gly Cys Cys 
35 40 45 

Asn Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg Val His His Arg Ser 
50 55 60 

Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys Lys Pro Lys Leu Lys 
65 70 75 80 
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Glu Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His 
85 



Leu Glu Cys Ala Cys Ala Thr 
90 95 



Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu 
100 105 



Glu Asp Thr Asp Val Arg 
110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14 : 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 58 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: TIS E Sequenz 
(B) BEMERKUNG: flankiert von 5* Xhol und 3» Ndel Restrictions - 
schnittstellen 

<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

CTCGAGTAAT TTACCAACAC TACTACGTTT TAACTGAAAC AAACTGGAGA CTCATATG 58 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetische DNA 

(A) BEZEICHNUNG: TIS B Sequenz 

(B) BEMERKUNG: flankiert von 5* Spel und 3* Ndel Restriktions- 

schnittstellen 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
ACTAGTAAAA AGAAAGGAGG TGATCAAAAC ATATG 35 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO; 16: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1552 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: 

(A) BEZEICHNUNG : Expressionskassette des pCYTEX P3 Vektors 

(B) BEMERKUNG: 5' und 3* flankiert von pUC18 Nukleotidsequenz 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 



CATATAGCGG 


CCGCAGGTGA 


TGATTATCAG 


CCAGCAGAGA 


ATTAAGGAAA 


ACAGACAGGT 


60 


TTATTGAGCG 


CTTATCTTTC 


CCTTTATTTT 


TGCTGCGGTA 


AGTCGCATAA 


AAACCATTCT 


120 


TCATAATTCA ATCCATTTAC 


TATGTTATGT 


TCTGAGGGGA 


GTGAAAATTC 


CCCTAATTCG 


180 


ATGAAGATTC 


TTGCTCAATT 


GTTATCAGCT 


ATGCGCCGAC 


CAGAACACCT 


TGCCGATCAG 


240 


CCAAACGTCT 


CTTCAGGCCA 


CTGACTAGCG 


ATAACTTTCC 


CCACAACGGA 


ACAACTCTCA 


300 


TTGCATGGGA 


TCATTGGGTA 


CTGTGGGTTT 


AGTGGTTGTA 


AAAACACCTG 


ACCGCTATCC 


360 


CTGATCAGTT 


TCTTGAAGGT 


AAACTCATCA 


CCCCCAAGTC 


TGGCTATGCA 


GAAATCACCT 


420 


GGCTCAACAG 


CCTGCTCAGG 


GTCAACGAGA 


ATTAACATTC 


CGTCAGGAAA 


GCTTGGCTTG 


480 


GAGCCTGTTG 


GTGCGGTCAT 


GGAATTACCT 


TCAACCTCAA 


GCCAGAATGC 


AGAATCACTG 


540 


GCTTTTTTGG 


TTGTGCTTAC 


CCATCTCTCC 


GCATCACCTT 


TGGTAAAGGT 


TCTAAGCTTA 


600 


GGTGAGAACA 


TCCCTGCCTG 


AACATGAGAA 


AAAACAGGGT 


ACTCATACTC 


ACTTCTAAGT 


660 


GACGGCTGCA 


TACTAACCGC 


TTCATACATC 


TCGTAGATTT 


CTCTGGCGAT 


TGAAGGGCTA 


720 


AATTCTTCAA 


CGCTAACTTT 


GAGAATTTTT 


GTAAGCAATG 


CGGCGTTATA 


AGCATTTAAT 


780 


GCATTGATGC 


CATTAAATAA 


AGCACCAACG 


CCTGACTGCC 


CCATCCCCAT 


CTTGTCTGCG 


840 


ACAGATTCCT 


GGGATAAGGC 


AAGTTCATTT 


TTCTTTTTTT 


CATAAATTGC 


TTTAAGGCGA 


900 


CGTGCGTCCT 


CAAGCTGCTC 


TTGTGTTAAT 


GGTTTCTTTT 


TTGTGCTCAT 


ACGTTAAATC 


960 


TATCACCGCA AGGGATAAAT 


ATCTAACACC 


GTGCGTGTTG 


ACTATGGTAC 


CCGGGGATCG 


1020 


ATCCCTCCTT 


AAATCTATCA 


CCGCAAGGGA TAAATATCTA* ACACCGTGCG 


TGTTGACTAT 


1080 


TTTACCTCTG 


GCGGTGATAA 


TGGTTGCATA 


GATCTACTAG 


TAAAAAGAAA 


GGAGGTGATC 


1140 


AAAACATATG 


TCTAGAGGAT 


CCGTCGACTC 


TAGAGGATCT 


AAAGTTTTGT 


L.bJ.L.1 1 lOt. A 


1 *J Aft 


GACGTTAGTA AATGAATTTT 


CTGTATGAGG 


TTTTGCTAAA 


CAACTTTCAA 


CAGTTTCAGC 


1260 


GGAGTGAGAA 


TAGAAAGGAA 


CAACTAAAGG 


AATTGCGAAT 


AATAATTTTT 


TCACGTTGAA 


1320 


AATCTCCAAA AAAAAAGGCT 


CCAAAAGGAG 


CCTTTAATTG 


TATCGGTTTA 


TCAGCTTGCT 


1380 


TTCGAGGTGA ATTTCTTAAA 


CAGCTTGATA 


CCGATAGTTG 


CGCCGACAAT 


GACAACAACC 


1440 


ATCGCCCACG 


CATAACCGAT 


ATATTCGGTC 


GCTGAGGCTT 


GCAGGGAGTC 


AAAGGCGCTT 


1500 


TTGCGGGATC 


TCGTCGAAGG 


CGCGGGGGCG 


CGGACGCCGC 


CGGGTTCCCC 


TG 


1552 
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FATENTANSPRttCHE 

1 . Verf ahren zur rekombinanten Herstellung multimerer Proteine 
in Bakterienzellen, dadurch gekennzeichnet , dafl man 

a) die Zellen mit einem Vektor transf ormiert , der eine 
multicistronische Express ionseinheit der allgemeinen 
Formel 

p - (TIS - C) a 

enthalt, in der 

"p" ein bakterieller transkriptionaler Promotor 
und 

"(TIS - C) n " repetitive Gruppen sind, innerhalb 
derer 

"C* 1 jeweils fiir eine Untereinheit oder eine Kom- 
ponente eines multimeren Proteins kodierende DNA- 
Sequenzen sind, die keine fiir ein Signalpeptid 
kodierende Region umfassen, wobei die Sequenzen 
"C" der aufeinander folgenden Gruppen n TIS - C" 
untereinander gleich und /oder verschieden sein 
konnen , 

"TIS" synthetische und/oder natiirliche bakteriel- 
le nicht translatierte "leader" Sequenzen sind, 
die jeweils mit "C" eine chimare "TIR" bilden, 
wobei die Sequenzen "TIS" der aufeinander folgen- 
den Gruppen "TIS - C" untereinander gleich und/ 
oder verschieden sein konnen, und 



n eine natiirliche Zahl > 2 ist, 
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wobei "p", "TIS" unci "C" jeweils operativ mitein- 
ander verkniipft sind und die Expressionsrate der 
Protein-kodierenden Sequenzen "C" durch Auswahl 
der jeweils zugehorigen Sequenz "TIS" individuell 
gesteuert wird, 

b) die trans fonnierten Zellen in einem geeigneten Nahr- 
medium kultiviert und anschlieflend 

c) die Zellen von dem Medium abtrennt, die Expressions- 
produkte der Sequenzen n C" aus dem Cytoplasma der 
Zellen isoliert, gegebenenf alls renaturiert und zu dem 
f unktionellen multimeren Protein rekonstituiert . 

2. Multicistronische Express ions einheit zur Verwendung in dem 
Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die all- 
gemeine Forme 1 

p - (TIS - C) a , 

in der 

"p" ein bakterieller transkriptionaler Promotor und 

"(TIS - C) n " repetitive Gruppen sind, innerhalb derer 

"C M jeweils fiir eine Untereinheit oder eine Komponente 
eines multimeren Proteins kodierende DNA-Sequenzen 
sind, die keine fiir ein Signalpeptid kodierende Region 
urafassen, wobei die Sequenzen "C" der aufeinander 
folgenden Gruppen "TIS - C" untereinander gleich und/ 
oder verschieden sein konnen, 

"TIS" synthetische und/oder natiirliche bakterielle 
nicht translatierte "leader" Sequenzen sind, die je- 
weils mit "C" eine chimare "TIR" bilden, wobei die 
Sequenzen "TIS" der aufeinander folgenden Gruppen "TIS 
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- C" untereinander gleich und/oder verschieden sein 
konnen , und 

n eine natiirliche Zahl £ 2 ist, 

wobei "p", "TIS" und "C" jeweils operativ miteinander 
verkniipft sind. 

3. Multicistronische Expressionseinheit nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, dafi "n" 2 oder 3 ist. 

4. Multicistronische Expressionseinheit nach den Anspriichen 2 
oder 3, dadurch gekennzeichnet, daJ3 sie an ihrem 3' Ende 
operativ mit einem bakteriellen Transkriptions -Terminator 
verkniipft ist. 

5 . Multicistronische Expressionseinheit nach den Anspriichen 2 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl sie operativ an ein Gen 
•r" mit eigenem Promotor gekoppelt ist, welches fur ein 
Repressormolekiil fiir den Promotor "p" kodiert. 

6 . Multicistronische Expressionseinheit nach Anspruch 5 , da- 
durch gekennzeichnet, dafl "p" der AP R -Promotor oder der AP L - 
Promotor und H r" das cl 85 7 -Gen fiir den tempera tursensitiven 
A-Repressor ist. 

7 . Multicistronische Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi "TIS** die Sequenz TIS B 
gemafi SEQ. ID. NO: 15 und/oder TIS E gemafi SEQ. ID. NO: 14 
ist. 

8 . Multicistronische Express ioneinheit nach den Anspriichen 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, da J} die Sequenzen "C" fiir 
die verschiedenen Komponenten oder Untereinheiten von VEGF, 
Scatter-Faktor ( HGF-SF ) , Mitgliedern der TGF-B-Superf ami- 
lie, Bone Morphogenic Protein (BMP), Faktoren der Inte- 
grin/Cadherin Familie, Histokampatibilitatsantigenen, Hamo- 



WO 94/29462 



72 



PCT/EP94/01861 



globin, T-Zellrezeptoren oder des AB-Heterodimeren des 
Wachs turns f aktors aus Blutplattchen (PDGF) oder deren natiir- 
liche oder synthetische Varianten kodieren. 

9 . Multicistronische Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, daJ3 "n" 2 ist und die Se- 
quenzen "C" der beiden repetitiven Einheiten "(TIS - C) 2 " 
alternativ ein fiir die A- oder die B-Kette von PDGF oder 
ein biologisch aktives Analogon oder ein Fragment derselben 
kodieren, wobei beide Sequenzen gleichzeitig in der Expres- 
sionseinheit vertreten sind. 

10. Multicistronische Express ionseinheit nach Anspruch 9, da- 
durch gekennzeichnet, dafi eine der Sequenzen H C" die PDGF- 
Ak Sequenz (SEQ. ID. NO: 12) oder die PDGF-A L Sequenz ist, 
welche fur die reife PDGF-A-Kette kodiert. 

11. Multicistronische Expressionseinheit nach den Anspriichen 9 
oder 10, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die jeweils andere 
Sequenz "C" die vollstandige PDGF-B Sequenz (SEQ. ID. NO: 

10) ist, welche fiir die reife PDGF-B-Kette (SEQ. ID. NO: 

11) kodiert, oder das v-sis-Gen aus Simian Sarcoma Virus 
oder Varianten dieser Sequenzen ist. 

12. Vektor zur Verwendung in dem Verfahren nach Anspruch 1, 
welcher eine multicistronische Expressionseinheit nach den 
Anspriichen 2 bis 11 enthalt. 

13. Wirtszelle zur Verwendung in dem Verfahren nach Anspruch 1, 
welche eine Bakterienzelle transf ormiert mit einem Vektor 
nach Anspruch 12 ist. 

14. Wirtszelle nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da£ 
sie eine E. coii-Zelle ist. 

15. Bicistronische Expressionseinheit fiir die simultane und 
direkte Expression fiir PDGF -A und PDGF-B kodierender DNA- 
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Sequenzen in einer Bakterienzelle , gekennzeichnet durch die 
allgemeine Forme 1 

p - TlSi - C x - TIS 2 - C 2 - t - r, 

in der 

"p" der AP R -Pr omo tor ist, 

"Ci" und "C 2 " alternativ Sequenzen enthalten, die fiir 
PDGF-A oder PDGF-B kodieren und beide Gene gleichzei- 
tig in der Expressionseinheit enthalten sind, 

TlSi und TIS 2 jeweils die Sequenz TIS B (SEQ. ID. 
NO: 15) Oder TIS E (SEQ. ID. NO: 14) sind und unter- 
einander gleich oder verschieden sein konnen, 

"t" der Terminator des Bakteriophagen fd ist und 

"r" das cl857-Gen fiir den temperatursensitiven A.-Re- 
pressor ist. 

16. Bicistronische Expressionseinheit nach Anspruch 15, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Ci und C 2 alternativ die PDGF-A- Sequenz 
gemafi SEQ. ID. NO: 12 oder die PDGF-B-Sequenz gemafi SEQ. 
ID. NO: 10 enthalten und beide Gene gleichzeitig in der 
Expressionseinheit enthalten sind. 

17. Bicistronische Expressionseinheit nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet , dafi "TlSi" die TIS B Sequenz gemafi SEQ. ID. 
NO: 15, "T^" die TIS E Sequenz gemafi SEQ. ID. NO: 14, "Cj n 
die PDGF-B- Sequenz gemafi SEQ. ID. NO: 10 und "C 2 " die PDGF- 
A-Sequenz gemafi SEQ. ID. NO: 12 sind. 



18. Bicistronische Expressionseinheit nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafi "TIS^ und "TIS 2 M die TIS B Sequenzen 
gemafi SEQ. ID. NO: 15, n C l n die PDGF-B-Sequenz gemafi SEQ. 
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ID. NO: 10 und »C 2 " die PDGF-A-Sequenz gemafl SEQ. ID, 
NO: 12 sind. 



. Bicistronische Express ionseinheit nach Anspruch 16 , dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 "TIS^ und »Tis 2 " die TIS B Sequenzen 
gemaB SEQ. ID. NO: 15 sind, - Cl - die PDGF-A-Sequenz gemaA 
SEQ. ID. NO: 12 und "C 2 " die PDGF-B-Sequenz gemafl SEQ. ID. 
NO: 10 sind. 



20. Rekombinanter Vektor zur Expression in Bakterienzellen, 
welcher eine bicistronische Expressionseinheit nach den 
Anspruchen 15 bis 19 enthalt. 

21. Wirtszelle, welche eine Bakterienzelle transf ormiert mit 
einem Vektor nach Anspruch 20 ist. 

22. Wirtszelle nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet , dafl 
sie eine E. coii-Zelle ist. 

23. Wirtszelle nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dafi 
sie eine E. coii-Zelle ist, welche von den Klonen TG2/pBS/ 
PDGF-BA2 (Hinteriegungsnummer DSM 8336), TG2/pBS/PDGF-BA4 
(Hinterlegungsnummer DSM 8338) oder TG2/pBS/PDGF-AB4 (Hin- 
teriegungsnummer DSM 8337) abstammt. 

24. Verfahren zur rekombinanten Herstellung von PDGF-AB in 
Bakterienzellen, dadurch gekennzeichnet, dafl man Wirtszel- 
len nach den Anspriichen 21 bis 23 in einem geeigneten Medi- 
um kultiviert, anschlieBend die Zellen von dem Medium ab- 
trennt, die Proteinkomponenten PDGF-A und PDGF-B aus dem 
Cytoplasma der Zellen isoliert, renaturiert und zu funktio- 
nellem PDGF-AB rekonstituiert . 



Verwendung der heteromeren Proteine hergestellt nach den 
Anspriichen 1 oder 24 zur Herstellung von pharmazeutischen 
oder kosmetischen Praparaten. 
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26. Verwendung nach Anspruch 25, dadurch. gekennzeichnet , dafi 
das heteromere Protein PDGF-AB ist. 

27. Verwendung nach den Anspruchen 25 oder 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das phannazeutische Praparat eine Salbe, ein 
Spray, ein Gel, ein Wundverband, ein Pflaster oder eine 

( Wundauflage ist. 
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FIGUR 3 
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FIGUR 4 
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